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6 -- ---------- - -- -RÉSUMÉ GÉNÉRAL 
Depuis  la  découverte  de  l'apolipoprotéine  D  (ApoD)  en  1973  par  McConathy  et 
Alaupovic et malgré  de  grandes  avancées, la  fonction  et les  mécanismes  de  régulation de 
cette protéine demeurent toujours incomms. Quoi qu'il en soit, toutes les études faites jusqu'à 
présent semblent montrer qu'elle serait une protéine importante et bénéfique tant en situation 
normale  que  pathologique.  Son  expression  génique  est  détectée  chez  presque  tous  les 
mammifères de même que chez les plantes, les insectes et certaines espèces d'oiseaux. Chez 
l'humain,  elle  est exprimée dans plusieurs  tissus  et hautement exprimée  dans  les  glandes 
surrénales, la rate, les poumons, le cerveau, le placenta, et les reins. Par contre, chez le  rat et 
la souris,  l'expression est limitée au  système nerveux central (SNC),  ce  qui  en  fait un  bon 
modèle d'étude de la régulation génique d'ApoD. En effet, l'  APOD est induite dans plusieurs 
cas de neuropathologies chez l'humain tel que les maladies d'Alzheimer et de  Parkinson, la 
sclérose en plaques, la schizophrénie ainsi que dans ce11ains cancers. L' ApoD est également 
induite  dans  plusieurs modèles  de  neurodégénérescence  chez  la  souris  et sa  surexpression 
confère une neuroprotection. En corrélation avec ces faits, il est suggéré que l' APOD soit une 
protéine  de  stress  pouvant  être  considérée  comme  marqueur  de  pathologies  d'ordre 
neurologique  d'où l'importance d'une étude  plus  approfondie.  Les  travaux présentés  dans 
cette  thèse  ont  permis  d'éclaircir  un tant  soit  peu  les  mécanismes  régulant  l'expression 
génique  d'APOD lors  de  divers  stress  cellulaires.  Effectivement, ces  travaux  présentent la 
purification et la caractérisation des facteurs  nucléaires Parp-1, HnRNP-U, CBF-A, BUB-3, 
Kif4,  APEX-1  et  Ifi204  liant  les  éléments  régulateurs  SRE,  EBS  et  GRE  du  promoteur 
d'APOD lors  de  l'arrêt de  croissance par déprivation de sérum. L'activité enzymatique des 
protéines Parp-1, APEX-1 et ERKl/2 semble être importante dans l'induction de l'expression 
génique  d'APOD.  Sachant  que  l'expression  d'APOD  et  la  prolifération  cellulaire  sont 
inversement corrélées dans plusieurs types de cellules, ces résultats permettent d'éclaircir les 
mécanismes impliqués. Dans un  même ordre d'idée, les résultats présentés dans  cette thèse 
montrent l'identification de plusieurs centaines de protéines liant le promoteur d'APOD, dans 
la région -816 à + 64, provenant de  cortex de  souris saines ou infectées par un  coronavirus 
humain  causant une neurodégénérescence. Parmi ces protéines,  l' ApoE et  la protéine non-
structurale  s2 du coronavirus lient le promoteur d'APOD.  Ces résultats suggèrent aussi que 
les  isoformes E3  et E4 d'  APOE humaines soient des répresseurs tandis que Ns2 activerait le 
promoteur in  vivo.  De plus, il est mis en évidence une corrélation inverse entre l'expression 
d'ApoD et d'ApoE notamment au niveau du cortex de souris. Considérant que l'allèle E4 est 
un  facteur génétique important dans le développement de la maladie d'Alzheimer et que les 
coronavirus sont associés à des désordres neurologiques tels que la sclérose en plaques, ces 
résultats ouvrent une pmte petmettant d'investiguer plus en profondeur, et vers une nouvelle 
direction, les mécanismes impliqués non seulement dans la régulation du  gène d'APOD mais 
aussi dans les maladies neurodégénératives. 
Mots-clés:  Apolipoprotéine  D,  arrêt  de  croissance,  inflammation,  facteur  de  transcription, 
coronavirus OC43, spectrométrie de masse CHAPITRE! 
ÉTAT DES CONNAISSANCES 
1.1 INTRODUCTION 
Dans  les  années  60,  des  études  immunochimiques  décrivaient  les  composants 
antigéniques et hétérogènes des lipoprotéines de haute densité (HDL) (Ayrault Jarrier et al., 
1963).  En 1973, McConathy et Alaupovic identifiaient l'apolipoprotéine D (ApoD) pour la 
première fois comme l'un des composants des HDL3 du plasma, d'où son appellation, et à un 
moindre degré dans les lipoprotéines de basse et de très basse densité (LDL, VLDL; (Camato 
et al.,  1989; McConathy and Alaupovic, 1973; McConathy and Alaupovic,  1976; Vezina et 
al.,  1988). Par la suite, le gène d'APOD a été cloné et séquencé par Drayna et ses collègues 
dans les années 80. Il est à noter que l'analyse de  sa séquence en acide aminé (a.a.) révélait 
son faible degré d'homologie avec les autres apolipoprotéines. En effet, l'APOD a été classée 
dans  la famille des lipocalines ou a -2microglobulines (Drayna et al.,  1986) caractérisée de 
par leur capacité à lier de petites molécules hydrophobes via leur structure tertiaire en forme 
de baril, et à réguler les mécanismes impliqués dans le cycle cellulaire (Flower, 1994). Relatif 
à  cette  caractéristique  structurelle,  1' APOD  a  été  reconnue  comme  étant  identique  à  la 
protéine  GCDFP-24  (  « Gross  Cys  tic  Disease Fluid Protein-24 »;  Balbin et al.,  1990), une 
protéine capable de lier la progestérone et la prégnénolone, et se retrouvant à de très hautes 
concentrations dans le  fluide kystique mammaire (Dilley et al., 1990; Pearlman et al., 1973). 
Plusieurs  autres  molécules hydrophobes  sont liées par l' APOD telles  que  la  bilirubine,  le 
cholestérol et l'acide arachidonique bien que ces propriétés restent à être démontrées in vivo. 
L'expression génique d'APOD est augmentée dans  plusieurs désordres neurologiques ainsi 
que  plusieurs  autres  pathologies  telles  que  l'obésité,  le  diabète  et  le  cancer.  Au  vu  des 
nombreuses  études  faites  à  partir  de  modèles  de  neurodégénérescence  chez  la  souris,  il 
apparaît évident que l'  APOD soit une protéine de stress ayant un rôle neuroprotecteur (Do 
Carmo et al., 2008; Elliott et al., 2010). 2 
1.1.1 Stmcture de la protéine 
L'  APOD  humaine  est  une  glycoprotéine  secrétée  et  plasmatique  d'environ  30  KDa 
faisant pm1ie de la famille des lipocalines et constituée de 169 a. a. à la suite d'un clivage d'un 
peptide  signal  de  20  a.a.  hydrophobes.  Toutefois,  cette  masse moléculaire  apparente peut 
varier entre  19  et 32 KDa sur SDS-PAGE de par son taux de glycosylation sur les  résidus 
d'asparagine, en position 45 et 78  (Schindler et al.,  1995; Yang et al., 1994) et contribuent à 
18%  de  sa masse  totale  (Rassm1  et  al.,  2000;  Weech  et  al.,  1991).  Grâce  à  5  cystéines 
contenues dans sa stmcture primaire, 2 ponts disulfures sont engendrés à partir des cystéines 
en position 41  et 165  de même qu'en position 8 et 114 et contribuant en partie à sa structure 
tridimensionnelle.  La  cystéine  116;  quant  à  elle,  est  absente  chez  toutes  les  espèces  de 
vertébrés  et  serait  impliquée  dans  des  liaisons  disulfures  avec  d'autres  protéines 
plasmatiques, comme certains membres de la famille des apolipoprotéines, dont l' APOA-1 ou 
la CETP («  Cholesterol ester transfer protein »)et l'APOA-II (Blanco-Vaca et al.,  1992; 
Weech et al.,  1991; Yang et al.,  1994) et pouiTait aussi lier la  Lécithine Cholestérol Acyl-
Transférase (LCAT;  Fielding and Fielding,  1980) et le  récepteur de  la  leptine (Liu  et al., 
2001), amenant à la formation de complexes. 
Malgré  le  faible  pourcentage  d'homologie  de  séquence  en  a.a.  distingué  parmi  les 
membres des  lipocalines, la stmcture tridimensionnelle d'  APOD justifie, en toute logique, le 
choix de ce classement. En effet, Drayna et ses collègues ( 1986) ont déduit la séquence en 
a.a.  d'APOD  à  partir  du  gène.  L'analyse  de  la  structure  du  gène,  plus  précisément 
l'organisation exons-introns, montre une forte homologie avec les  gènes de la  superfamille 
des  a-2microglobulines, incluant 25% d'a.a. homologues avec la protéine humaine liant le 
rétinol  (RBP;  Drayna  et  al.,  1986).  La structure  tridimensionnelle  des  membres  de  cette 
famille tel que la protéine liant la biline (BBP) de Pieris brassicae et l'insecticyanine (INS) 
de  Manduca  sexta  a  été  déterminée  par  cristallographie  aux  rayons  X  et  présente  une 
structure en forme de baril composé de huit feuillets bêta antiparallèles reliés par des boucles 
et  créant une  cavité  de  liaison  hydrophobe.  À  partir  des  coordo1mées  atomiques  de  ces 
protéines, un  modèle moléculaire a été proposé pour la structun;  tertiaire d' APOD (Peitsch 
and Boguski,  1990).  Cette caractéristique a permis de  suggérer un rôle pour cette famille ---- - - - --------- -
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comme protéines transporteuses de molécules hydrophobes (Rassart et al., 2000). Par la suite, 
des  analyses  de  cristallographie  de  la  protéine  APOD  humaine  purifiée  confirmaient  ces 
propriétés  stmcturelles (Eichinger et  al.,  2007).  Dans  cette étude, plusieurs caractéristiques 
spécifiques à  l' APOD furent démontrées  (voir Figure  1.1).  Notamment, la  cavité plutôt en 
forme d'entormoir, distincte des autres lipocalines, permettrait sa  liaison avec des molécules 
diversifiées  telles  que  la  progestérone  et 1  'acide  arachidonique.  Trois  des  quatre  boucles 
(A/B,  E/F  et  G/H)  situées  à  proximité  de  l'entrée  de  la  cavité  et  de  nature  hydrophobe 
permettraient aussi son interaction avec les HDL. L'extrémité opposée à l'entrée et en forme 
de  cône  serait  probablement  impliquée  dans  l'interaction  d' APOD  avec  un  récepteur 
cellulaire hypothétique. On remarque aussi qùe 1  'APOD comporte peu de structure en hélice 
a.  amphipathiques,  une  caractéristique  importante  des  autres  apolipoprotéines.  Une  hélice 
alpha  en  c-terminal  est  située  sur  le  côté  du  baril  et  une  autre  petite  hélice  310  ferme 
l'ouverture du côté conique (Eichinger et al., 2007). 
Figure 1.1. Structure tertiaire de la protéine APOD liant la progestérone. Illustration transversale 
et axiale  de  la  protéine dont les feuillets bêta  sont montrés  en jaune,  les boucles  hydrophobiques à 
l'entrée de la cavité(« loop » AIB, /CID, E/F et G/H) en bleue et les autres boucles du côté opposé en 
vert, les hélices  alpha et 310  en mauve,  les ponts  dissulfures en  orange,  les  résidus d'asparagine en 
position 45 et 78 en bleue foncée et la progestérone à l'intérieur de la cavité en gris. Tirée de Eichinger 
et al., 2007. 4 
1.1.2  Rôles d'  APOD 
Au vu de ces propriétés structurelles décrites dans la littérature, plusieurs ligands pour 
l'  APOD ont été proposés, dont le cholestérol, cetiaines hormones stéroïdiennes, la  bilirubine, 
un sous-produit de  l'hème (Peitsch and Boguski,  1990),  l'acide arachidonique (AA),  pour 
lequel  elle  a  le  plus  d'affinité  (Morais  Cabral  et  al.,  1995),  et  l'acide  E-3-méthyl-2-
héxénoïque (E3M2H), une phéromone présente dans les sécrétions axillaires humaines (Zeng 
et al.,  1996).  Seulement quelques-unes d'entre elles  seront décrites en lien  avec  les  rôles 
proposés d'  APOD. 
1.1.2.1 Le cholestérol 
Le cholestérol fait partie intégrante des constituants des membranes cellulaires et est un 
précurseur  des  hormones  stéroïdiennes  impliquées  dans  plusieurs  voies  de  signalisation 
(Pfrieger and Ungerer, 20 11). De plus, l'homéostasie du cholestérol dans le système nerveux 
central (SNC) est indépendante des organes et de la circulation sanguine en périphérie due à 
la banière  hématoencéphalique  qui  exclut  tout  échange  entre  ces  deux  systèmes.  Ainsi, 
l'entreposage et le relargage du cholestérol dans tous les organes du corps, à l'exception du 
cerveau, proviennent de la diète véhiculée par les intestins, la synthèse de nova effectuée dans 
tous les organes et du transport par l'intermédiaire de lipoprotéines à travers  la  circulation 
sanguine  (Pfrieger  and  Ungerer,  2011).  Par  conséquent,  le  cholestérol  retrouvé  dans  le 
cerveau provient uniquement de la synthèse de  nova et in situ catalysé à partir de l'Acétyl 
Coenzyme A suivit d'une série de réactions complexes impliquant 20 enzymes (Leduc et al., 
20 10).  Un dérèglement du  métabolisme  du  cholestérol  ou  de  son  transport est associé  à 
plusieurs  maladies  neurodégénératives  et,  tel  qu'il  sera  détaillé  plus  loin,  l'expression 
d'  APOD est augmentée, notamment dans l'Alzheimer (Terrisse et al.,  1998), la sclérose en 
plaques (Reindl et al., 2001) et la maladie de Niematm-Pick de type C (NPC; Suresh et al., 
1998), une maladie génétique affectant le trans  pmi du cholestérol à 1' intérieur de  la cellule 
(Pate! and Pentchev, 1989). 5 
Par  le  passé,  certains  auteurs  ont spéculé  que  l' APOD pounait être  impliquée  dans  le 
transp01t  d'esters de cholestérol dans le plasma  en  association avec  l'enzyme  LCAT et la 
protéine CETP (Drayna et al., 1986; Fielding and Fielding,  1980; Steyrer and Kastner, 1988). 
Effectivement, Steyer et Kastner (1988) spéculaient qu'une telle association aurait pour effet 
de  stabiliser l'enzyme LCAT et d'augmenter significativement l'activité d'estérification  du 
cholestérol.  Ainsi,  l'  APOD  pounait participer  à  un  complexe  de  redistribution  du  ratio 
cholestéroVester de cholestérol à partir des tissus périphériques vers le foie, correspondant à 
la voie inverse du transport du cholestérol.  Sachant que le  cholestérol est relâché lors de la 
dé  génération  des  nerfs,  il  est probable aussi que  1' APOD  puisse récupérer cette  molécule 
pour sa réutilisation en la disposant aux sites de régénération (Dilley et al., 1990; Rassart et 
al., 2000). Cependant, la liaison d' APOD au  cholestérol reste  un constat incertain puisque 
Peitsch et  Boguski  (1990)  prétendaient,  suite  à  des  analyses  de modélisation  moléculaire, 
qu'une telle association· serait incompatible avec la structure tertiaire et ont montré la faible 
affinité  d' APOD  pour cette  molécule,  qui  était  même  indétectable  (Morais  Cabral  et  al., 
1995).  Par  contre,  Pate!  et  ses  collègues  (1997)  mçmtraient  que  l'APOD  peut  lier  le 
cholestérol  en  utilisant  une  méthode  beaucoup  plus  sensible  par transfert  d'énergie  entre 
molécules  fluorescentes (FRET). De plus,  dans  les  astrocytes,  l'expression et  la  sécrétion 
d' APOD  sont régulées  par le  25-hydroxycholestérol,  un  dérivé  du  cholestérol  capable  de 
traverser la barrière hématoencéphalique (Patel et al., 1995). D'autres  études présument que 
la présence d'  APOD dans les  cellules péri vasculaires du cerveau et son rôle de transporteur 
de  petites  molécules  hydrophobes  impliquent  un  transport  de  ces  molécules  à  travers  la 
banière hématoencéphalique (Hu et al., 2001). 
1.1.2.2 Les hormones stéroïdiennes 
Cormne mentionné précédemment, la  GCDFP-24, une protéine liant  la  progestérone et 
présente  en  grande  quantité dans le  fluide  kystique mammaire,  fut  identifiée  cormne étant 
l'  APOD (Balbin et al., 1990; Pearlman et al., 1973). La maladie fibrokystique du sein est une 
maladie  bénigne  affectant  7%  des  femmes  adultes  et  prédisposant  au  développement  du 
cancer du sein par un facteur de  2 à 4 fois  comparativement à  la normale (Sanchez et al., 
1992).  Dans  cette  même  étude,  Sanchez  et  ses  collègues  (1992)  montrèrent l'absence  de 6 
corrélation  entre  les  concentrations  de  cholestérol et d'  APOD  dans  différentes  classes  de 
fluides  kystiques basées  sur les ratios de  K+/Na+  (type 1)  et  la  concentration  d'albumine 
(type II), et spéculèrent que l'APOD n'est pas impliquée dans l'accumulation de cholestérol 
dans le fluide kystique mammaire. Finalement, l'  APOD aurait des affinités différentes pour 
les hormones stéroidïennes: pregnénolone > progestérone > pregnanolone > pregnandione > 
androgène  >  œstrogène  (Dilley et  al.,  1990; Lea,  1988;  Weech  et  al.,  1991),  quoique  les 
constantes d'affinités étaient quand même faibles pour la progestérone (Ka = 2.5  x 10
6 mol/1) 
et la pregnénolone (Ka= 1.32 x  10
6  mol/1)  et nulles dans une  autre étude dans  le cas de  la 
pregnénolone  et  la testostérone  (Vogt and  Skerra,  2001 ).  Ces  contradictions  peuvent  être 
imputées  à  la provenance de  la  protéine  APOD  pmifiée,  soit à  partir  du  fluide  kystique 
mammaire  (Dilley  et  al.,  1990)  soit à  partir  de  la  protéine  recombinante  non-glycosylée 
exprimée et purifiée de la bactérie Escherishfa coli (Vogt and Skerra, 2001). 
1.1.2.3 L'acide arachidonique 
Morais-Cabral et ses collègues (1995) ont montré par spectroscopie de fluorescence que 
l'acide arachidonique (AA) est un ligand potentiel d' APOD avec une Ka de 1,6 x  10
8 mol/1, 
une  liaison  20  fois  supérieure  à  celle  de  la  progestérone.  Par  contre,  l'APOD  n'a  pas 
d'affinité  pour  les  métabolites  de  l'AA  qui  serait  probablement  dû  à  leurs  caractères 
hydrophiles. Sachant que l'AA est l'acide gras  le plus impotiant dans Je cerveau,  plusieurs 
études  ont  montré  une  déficience  d' AA  dans  le  plasma  et  le  cerveau  de  patients 
schizophréniques  impliquant un débalancement  dans  le  métabolisme des  phospholipides  et 
acides gras.  Effectivement, l' AA et l'acide docosahéxaénoiïque (DHA) représentent plus de 
90%  des  acides  gras  polyinsaturés  dans  le  SNC  (O'Brien  and  Sampson,  1965).  La forme 
estérifiée  retrouvée  dans  la  double  couche  lipidique  des  membranes  cellulaires  peut être 
relâchée par des phospholipases suite à un signal extracellulaire. Suite à ce relargage dans le 
cytoplasme,  1' AA  agit  cmmne  second  messager  impliqué  dans  plusieurs  voies  de 
signalisation et peut servir comme précurseur pour la synthèse des prostaglandines  et des 
eicosanoïdes  (Morais  Cabral et al.,  1995).  Sachant que  la  LCAT est  impliquée  dans  la 
conversion de l'AA (forme active) en ester de cholestérol (forme inactive), l'APOD pourrait 7 
séquestrer l' AA prévenant ainsi sa conversion. Ceci laisse envisager un rôle important de la 
liaison d'  APOD avec l'  AA dans la régulation cellulaire (Morais Cabral et al., 1995). 
1.1.2.4 Les sous-produits de 1  'hème 
À partir d'analyses de modélisation moléculaire, il a été suggéré que les sous-produits de 
l'hème, comme les  bilines,  incluant la  biliverdine,  la bilirubine ainsi  que  les  porphyrines, 
seraient des  ligands plus probables pour l'  APOD que  le cholestérol (Peitsch and  Boguski, 
1990). Effectivement, Peitsch et Boguski montraient que l'APOD purifiée liait la  bilirubine 
avec  un  ratio  molaire  de  0.8:1.  De  plus,  l'albumine est un  transporteur  important  de  la 
bilirubine  dans  la  circulation  sanguine.  Toutefois,  chez  les  personnes  atteintes 
d'analbuminemie, un défaut génétique rare associé à l'absence d'albumine (Watkins et al., 
1994  ),  la clairance  de  la bilirubine  n'est pas  affectée.  Ceci  était dû  au  fait  que  chez  ces 
personnes  asymptomatiques,  la bilirubine  était majoritairement associée  aux  HDL.  Par la 
suite,  il  a  été  démontré  que  l'APOD  liait  la  bilirubine  avec  un  Ka  de  3  x  10
7  M-
1  et 
favoriserait cette interaction HDL-bilirubine (Goessling and Zucker, 2000).  Ainsi, 1  'APOD 
pourrait  être  exprimée  localement  et  viendrait  nettoyer  ces  métabolites  toxiques  et  les 
acheminer dans  la  rate  où  la destruction  des  érythrocytes  a  lieu  et où  l'expression  de  la 
protéine est particulièrement élevée (Provost et al., 1990). 
1.1.2.5 Rôle multiple d'APOD 
À l'exception de la progestérone et de la pregnénolone, aucun des ligands physiologiques 
d'  APOD n'a été identifié.  Quoi qu'il en soit,  les nombreux rôles proposés sont souvent en 
rapport avec la fonction des ligands qu'elle peut lier in  vitro, ce qui fait d'elle une protéine 
transporteuse  multifonctionnelle  dont  la  capacité  de  lier  plusieurs  ligands  différents  est 
spécifiquement corrélée à son expression tissulaire.  Ainsi, l'  APOD serait impliquée dans le 
métabolisme lipidique qui est essentiel aux fonctions des organes. Chez l'humain, les organes 
exprimant l' APOD sont les  glandes surrénales, les poumons, le  cerveau, les testicules et la 
rate  entre autres,  et  ont respectivement un rôle  à jouer dans  la  biosynthèse des  h01mones 
stéroïdiennes, dans la biosynthèse des surfactants, dans la myélination des neurones, dans la 
biosynthèse  des  hormones  stéroïdiennes  et la  croissance  des  spermatozoïdes,  et  dans  la - -- - - --- - --
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destruction des érythrocytes sénescents (Provost et al., 1990). Toutefois, depuis sa découverte 
qui date de plus de 40 ans et malgré l'identification de nombreux ligands potentiels ainsi que 
lem grande diversité biochimique, la fonction physiologique d'  APOD demeure inconnue. Par 
contre, il a été suggéré qu'elle soit une protéine ayant plusieurs fonctions spécifiques selon la 
molécule transportée, les tissus ou l'organe qui l'expriment (Rassart et al., 2000). 
1.1.3 Expression génique d'APOD 
1.1.3.1 Expression tissulaire 
L'expression de l'ARN messager (ARNm) d'APOD est détectable chez presque tous les 
mammifères étudiés jusqu'à présent, entre autres : le lapin, le  rat,  la somis, le singe, le porc 
(Rassart et  al.,  2000).  De  plus,  la présence du gène  chez  le  poulet (Gallus  gallus)  et des 
séquences  nucléotidiques homologues chez les  poissons et les  céphalochordées supportent 
une origine ancestrale d'APOD dans  la lignée des  chordées (Ganfomina et al.,  2005).  Des 
homologues d'  APOD sont aussi retrouvés chez la bactérie Escherishia coli (Ble, « Bacterial 
lipocalin »;Bishop et al., 1995), la mouche Drosophila melanogaster (GLaz,  Glial Lazarillo) 
(Sanchez  et  al.,  2006),  la  chenille  à  tente  estivale  Hyphantria  cunea  (Kim et al.,  2005), 
l'amphioxus (Wang et al., 2007), le blé Triticum aestivum L. et la plante Arabidopsis thaliana 
et  dont  les  homologues  sont  respectivement  nommés  Tatil  (pom  Triticum  aestivum  L. 
« temperature-induced lipocalin ») et Attil (pour Arabidopsis thaliana « temperature-induced 
lipocalin ») (Frenette Chanon et al., 2002). 
Chez  l'humain,  1'APOD  est  exprimée  dans  plusieurs  tissus,  comme  les  ovaires,  le 
pancréas,  les  testicules,  le  cerveau,  le  liquide  cérébro-spinal  et les  nerfs  périphériques,  et 
encore plus hautement exprimée dans les  glandes surrénales, les  poumons, le placenta, les 
reins et la rate (Drayna et al., 1986; Glockner and Ohm, 2003; Provost et al., 1990; Rassat1 et 
al., 2000). L'APOD est aussi exprimée dans les sécrétions lacrymales (Holzfeind et al., 1995) 
et  dans  le  corps  ciliaire  de  l'œil  où  la  protéine  serait  sécrétée  dans  l'humeur aqueuse 
(Escribano et al., 1995), ainsi que dans les sécrétions axillaires apocrines (Zeng et al., 1996) 
et dans l'urine (Navano et al., 2004; Rassat1 et al., 2000). Chez le singe, le lapin et le porc, la 
distribution tissulaire des transcrits d'ApoD est comparable à l'humain. Par contre chez le rat 9 
et la  souris,  l'expression est élevée  et  limitée  au  SNC,  nota1mnent  la  moelle  épinière,  le 
cervelet et le cerveau (Cofer and Ross, 1996; Seguin et al.,  1995), ce qui fait de ce tissu un 
bon modèle pour l'étude de la régulation génique et de la fonction plausible de cette protéine. 
Quant au foie et aux intestins, qui sont des sites importants pour les autres apolipoprotéines, 
l'APOD y est peu exprimée (Drayna et al., 1986). 
1.1.3 .2 Expression cellulaire 
L'hybridation in  situ chez le  singe et le  lapin montre que l'ApoD est smtout exprimée 
dans  les  tissus  périphériques  notamment  par les  cellules  fibroblastiques  à  proximité  des 
vaisseaux et capillaires sanguins, de même que les nerfs périphériques (Provost et al.,  1991 b; 
Smith  et  al.,  1990).  Dans  ces  deux  espèces,  l'  ARNm est aussi  détecté  dans  les  cellules 
neurogliales, les cellules dans l'espace sous-arachnoïdien à la surface du cerveau incluant les 
cellules piales et péri  vasculaires et les neurones éparses.  De plus, chez le  lapin, 1  'ApoD est 
plus fortement exprimée dans les cellules gliales de la matière blanche du  SNC que dans la 
matière grise, notamment dans le cerveau, le cervelet, le bulbe rachidien et la moelle épinière. 
Ces  cellules  gliales  de  la  matière  blanche  exprimant  l'ApoD  seraient  probablement  des 
oligodendrocytes ou des astrocytes (Provost et al., 199lb). Chez le  rat, la protéine ApoD est 
présente à  différents taux dans les astrocytes et les  oligodendrocytes et fortement dans les 
cellules de la pie et l'arachnoïde (Boy  les et al., 1990b  ). 
Chez l'humain, des études d'immunohistochimie montrent la présence d'APOD dans les 
mêmes régions du  SNC que celles observées pour l'expression génique chez le  lapin  et le 
singe, de même que dans les cellules fibroblastiques et périvasculaires du plexus choroïde et 
de la pie-mère (Navarro et al., 2004; Navarro et al., 1998). Toutefois, la protéine APOD n'est 
pas détectée dans les  neurones du cortex cérébral (Navarro et al.,  1998).  Il  est à noter que 
dans le SNC, il existe deux types d'astrocytes:  1) protoplasmiques, retrouvés essentiellement 
dans  la  matière  grise  et  2)  fibreux,  retrouvés  dans  la  matière  blanche.  En  condition 
physiologique et surtout lors d'atteintes au SNC causant des  lésions, ce  sont les  astrocytes 
activés qui sont impliqués dans les mécanismes de réparation par ce qu'on appelle la gliose, 
en surexprimant  la  protéine GF  AP  (  « Glial Fibrillary  Acidic Prote  in »  ),  aussi  considérée 
-··---------------------------------------------- -
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cmmne marqueur d'astrocytes activés. Ainsi, Navarro et ses collègues montrent que dans la 
matière  blanche,  l'  APOD  est  fortement  exprimée  dans  les  oligodendrocytes  et  aussi 
extracellulairement dans  la neuropile, mais pas dans  les  ash·ocytes  fibreux positifs pour la 
GF  AP (Navarro et al., 2004). Des constats intéressants observés dans cette étude et méritants 
d'être mentionnés sont que 1)  les astrocytes GFAP-positifs étaient beaucoup plus nombreux 
dans  la  matière  blanche  que  grise,  2)  quelques  astrocytes  protoplasmiques  éparses  de  la 
matière  grise  étaient GF  AP- et APOD-positifs,  3)  dans  cette  matière  grise,  l'  APOD  était 
détectée  à  des  taux  plus  bas  que  dans  la  matière blanche.  Ce même patron  d'expression 
protéique d'  APOD a  aussi  été  observée dans le  cervelet (Navarro  et al.,  2004).  Ainsi,  les 
auteurs  de  cette étude suggèrent que  les  oligodendrocytes de la matière blanche soient les 
principales cellules exprimant l'  APOD, lui conférant un rôle impmiant dans cette région du 
SNC.  Notamment,  l'  APOD  pourrait  être  impliquée  dans  le  transport  du  cholestérol  et 
d'acides  gras  nécessaire  au  maintien  de  la  myéline,  un  constituant  important  des 
oligodendrocytes. Une autre étude montre aussi  la présence de la protéine APOD dans des 
cellules précurseurs d'oligodendrocytes dans  le  cortex cérébral humain, de même que dans 
les  cellules  périvasculaires  et dans  les  lysosomes  des  péricytes  localisés  sur  la  paroi  des 
vaisseaux sanguins (Hu et al., 2001).  Chez le rat et la souris, des analyses de transcriptomes 
confirment  clairement  que  les  oligodendrocytes  sont  les  principales  cellules  exprimant 
l'  ARNm d'ApoD dans le SNC (Cahoy et al., 2008; Schaeren-Wiemers et al., 1995). 
Toutefois,  l'expression de  l'ARNm de  même que  la  protéine APODIAPOD  dans  les 
astrocytes  sont  non  négligeables  comme démontré  dans  plusieurs  autres  études  effectuées 
chez l'humain (del Valle et al., 2003; Kalman et al., 2000). De plus, l'expression génique et 
protéique  d'APODIAPOD  sont  augmentées  dans  les  astrocytes  et  les  neurones  chez  les 
personnes âgées (del Valle et al., 2003; Kalman et al.,  2000; Navarro et al.,  2010) et aussi 
dans le cotiex cérébral (Kim et al., 2009; Navarro et al., 2010). Chez les souris transgéniques 
pour  le  gène  d'APOD  humaine  sous  le  contrôle  du  promoteur  Thy-l  (spécifique  aux 
neurones), l'activation des astrocytes étaient augmentée lors de l'infection à un coronavirus 
comparativement aux souris contrôles  (Do Carmo et al., 2008). In  vitro, l'  ApoD  est aussi 
synthétisée et sécrétée constitutivement par les astrocytes primaires de souris nouveau-nées et ------------~ 
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cette sécrétion peut être stimulée par le 25-hydroxycholesterol suggérant, encore une fois, un 
rôle pour l'  ApoD dans le métabolisme du cholestérol au niveau du SNC (Patel et al., 1995). 
1.1.3.3 Expression associée aux pathologies 
1.1.3.3.1 Les maladies neurodégénératives 
L'expression d'APOD est grandement augmentée dans plusieurs situations pathologiques 
dans  le  SNC,  en particulier dans l'hippocampe (Terrisse et al.,  1998),  le cortex entorhinal 
(Belloir et al., 2001), le cortex temporal (Kalman et al., 2000) et le  liquide cérébro-spinal de 
patients atteints de la maladie d'Alzheimer, de la méningo-encéphalite, de la démence, de la 
maladie des neurones moteurs (Terrisse et al.,  1998), de Parkinson (Ordonez et al., 2006), de 
la  sclérose  en  plaques  (Reindl  et  al.,  2001),  dans  le  cortex  préfrontal  de  sujets 
schizophréniques et bipolaires (Thomas et al., 2001), de la maladie des prions (Dandoy-Dron 
et al., 1998) et de la maladie de Niemann-Pick (Suresh et al., 1998). 
Plusieurs  études  ont  montré  l'implication  d'ApoD  dans  les  processus  de  réparation 
neuronale. Notamment, lors de la régénération des cellules nerveuses dans le SNP en réponse 
à une lésion des nerfs sciatiques, les productions d'ARNm et de la protéine ApoD/ApoD sont 
respectivement 40 et 500 fois plus importantes (Boyles et al.,  1990a). D'autres expériences, 
utilisant les  modèles de lésions neuronales excitotoxiques, induite par l'acide kainique dans 
l'hippocampe  de  rats,  révèlent  que  les  neurones  pyramidaux  destinés  à  la  mor1  cellulaire 
surexpriment l'ApoD (Montpied et al., 1999; Ong et al., 1997; Ong et al.,  1999). L'ApoD est 
également  induite  dans  d'autres  modèles  de  neuropathologie  incluant:  les  lésions 
traumatiques  au cerveau  (TBI  pour  «  Traumatic  brain  in  jury »)  causées  par percussions 
contrôlées  du  cortex  (Franz  et  al.,  1999),  les  lésions  du  cortex  entorhinal  (ECL  pour 
« entorhinal cortex lesion ») en réponse à des décharges électriques (Terrisse et al., 1999), les 
modèles murins de maladie neurodégénérative comme les souris NPC mimant la maladie de 
Niemarm-Pick de type C (Suresh et al., 1998) ainsi que les souris transgéniques PDAPP (pour 
précmsem de  la protéine amyloïde  sous  contrôle  du promoteur du  facteur  de  croissance 
« platelet-derived fJ »)  causant une pathologie apparentée à  l'Alzheimer (Johnson-Wood et 
al., 1997; Mas  li ah et al., 1996). 12 
L'expression génique d'ApoD est aussi induite dans le  SNC de  souris  infectées par des 
virus causant des encéphalites, telles que le HSV-1 (herpes simplex type-1 virus; Kang et al., 
2003b  ), le  virus Sind bis (Johnston et al., 2001 ),  JEV (Japanese encephalitis virus;  Saba and 
Rangarajan, 2003), le virus de la rage (Prosniak et al., 2001) et le coronavirus humain OC43 
(HcOV43) injecté intracorticalement chez les souris C57BL/6 et causant une neuropathologie 
sévère associée à une réponse inflammatoire (Do Carmo et al., 2008). Dans ce dernier modèle 
de  neurodégénérescence, l'équipe du Dr Rassart a montré que l'expression génique d'ApoD 
est  augmentée  de  cinq  et  sept  fois  respectivement  dans  le  cortex  et  l'hippocampe 
comparativement  à  des  souris  saines.  De  plus,  plusieurs  études  rappottent  un  rôle 
neuroprotecteur pour l'ApoD (del Valle et al., 2003; Desai et al., 2005; Franz et al.,  1999; 
Kl1an et al., 2003; Navarro et al., 2008; Ordonez et al., 2006; Terrisse et al.,  1999; Thomas et 
al.,  2001).  Effectivement,  la  surexpression  d'  APOD  dans  les  neurones  de  souris 
transgéniques pour l'APOD humaine confère une neuroprotection contre l'infection au virus 
OC43  ainsi  que  contre des  insultes  oxydatives  causées par le  paraquat (Do  Carmo  et  al., 
2008;  Ganfornina et al.,  2008). De plus, des  drosophiles transgéniques pour le  gène  GLaz, 
l'homologue d'APOD,  ou  pour l'APOD humaine  sont protégées contre  différents  stress  et 
leur durée de vie est augmentée (Muffat et al., 2008; Walker et al., 2006). 
L'augmentation  des  taux  d' ApoD  dans  diverses  neuropathologies  et  dans  les  lésions 
cérébrales expérimentales chez le rat et la souris suggèrent que l'  ApoD serait une protéine de 
stress pouvant être considérée comme marqueur de pathologies d'ordre neurologique (Elliott 
et al.,  2010;  Hu  et  al.,  2001;  Navarro  et  al.,  2004)  et  aussi  de  certains  types  de  cancer 
(Aspinall et al., 1995; Diez-ltza et al.,  1994) détaillés dans la section suivante. Par ailleurs, il 
est spéculé  dans  la  littérature  que  l' ApoD  puisse  être  impliquée  dans  les  mécanismes  de 
réparation et de régénération dans le SNP ou dans le nettoyage de molécules neurotoxiques à 
la suite de la mort cellulaire (Boyles et al.,  1990a; Boyles et al., 1990b; Navarro et al., 2004; 
Spreyer  et  al.,  1990)  ou  encore  en  tant  que  molécule  antioxydante  (Elliott  et  al.,  2010; 
Ganfornina et al., 2008; Muffat et al., 2008; Walker et al., 2006). 13 
1.1.3 .3 .2 Les cancers 
Cmmne signalé précéde1mnent, on détecte des  niveaux élevés d'  APOD  dans  la plupart 
des  cancers.  En effet,  dans  le  fluide  kystique  mammaire  de  femme  atteinte  d'une forme 
bénigne de tumeur de  sein, la concentration d'APOD est 1000 fois  plus élevée que dans le 
plasma (Balbin et al.,  1990). Concernant ce fait,  une hypothèse a été émise  stipulant que 
l'  APOD  serait impliquée dans  la  liaison et le  transpmi d'hormones stéroïdiennes  dans  les 
tissus mammaires humains et dans la formation de kystes (Balbin et al., 1990; Sanchez et al., 
1992).  De  plus,  la  concentration  d'  APOD  est  particulièrement  plus  élevée  dans  les 
carcinomes différenciés que ceux modérément ou faiblement différenciés (Lopez-Boado et 
al.,  1996;  Lopez-Boado et al.,  1994).  Ainsi, il  a  été  suggéré que  l'APOD  soit considérée 
comme marqueur de  pronostique dans  les  cancers  du sein (Diez-Itza et al.,  1994) où  elle 
serait associée à la régression tumorale. L'existence d'une relation entre l'expression élevée 
d'  APOD et la progression vers un phénotype plus différencié, donc moins invasif, tant in vivo 
qu'in  vitro,  a  été  citée  plusieurs  fois  par  les  chercheurs  dans  le  domaine.  De  plus,  le 
promoteur d'APOD se  trouve hype1méthylé et est associé à une répression de l'expression 
génique dans les tumeurs malignes non endocrines incluant les cancers du  côlon (Ogawa et 
al., 2005), les carcinomes hépatiques (Utsunomiya et al.,  2005) et le  cancer de l'oesophage 
(Yamashita et al., 2002). Les auteurs de ces études décrivent l' APOD comme un suppresseur 
de  tumeur  et  dont  les  faibles  taux  d'expression  seraient  colTélés  à  un  stade  avancé  des 
cancers, à la métastase dans les noeuds lymphatiques et à un faible taux de survie. 
Il  a  aussi  pu  être  démontré  qu'une  expresswn  plus  grande  d'  APOD  dans  les  kystes 
mammaires est associée à une baisse de progression en carcinome (Sanchez et al., 1992),  de 
même que  dans  les  astrocytomes  pilocytiques  à  faible  taux  de  prolifération qui  sont une 
forme  de  carcinome  non  agressive  et  potentiellement  curable.  Les  formes  malignes  et 
invasives, comme les astrocytomes fibrillaires, sont fatales et négatives par immunomarquage 
pour l'APOD  (Hunter and Moreno, 2002).  Il existe d'autres  tumeurs cérébrales primaires, 
bénignes  et potentiellement curables  comme les  gangliomes,  les  astrocytomes  de  cellules 
géantes subependymales, les xantoastrocytomes pléomorphiques et où l'  APOD pourrait être 
associée  à  la  formation  de  kystes  et  être  considérée  comme  marqueur  important  de 14 
diagnostique dans la différenciation tumorale. Sachant que le traitement thérapeutique pour 
les  astrocytomes  pilocytiques  et fibrillaires  est  bien  distinct,  le  pronostic doit être  précis 
(Hunter et al., 2002). L'  APOD se retrouve également en concentration élevée dans le cancer 
de la prostate (Aspinall et al., 1995; Zhang et al., 1998). 
1.1.3.4 Induction d'APOD in vitro 
En culture cellulaire, après l'ajout de certaines substances comme  l'interleukine (IL)-1a 
(Blais  et  al.,  1994),  la  1,25-dihydroxyvitarnine  D3  (Lopez-Boado  et  al.,  1997),  l'acide 
rétinoïque (Lopez-Boado et al.,  1996; Lopez-Boado et al.,  1994), de certains androgènes (le 
DHT et le DEX) ou de glucocorticoïdes dans  les cellules cancéreuses primaires comme les 
ZR-75-1 (cellules épithéliales mammaires; Lopez-Boado et al.,  1996) et les LNCaP (cellules 
cancéreuses de la prostate;  Simard et al.,  1990;  Simard et al.,  1992;  Simard et al.,  1991), 
l'APOD est induite, alors que la prolifération cellulaire s'en trouve réduite (voir Table 1.1). 
Cette coné1ation observée in vitro implique une voie de signalisation probablement commune 
à celle empruntée lors de la différenciation tumorale mentionnée précédemment.  Toutefois, 
l'effet contraire  est  observé après  l'ajout d'œstrogènes  et  d'IL-6.  Dans  le  cas  de  l'IL-6, 
l'induction d'APOD et la prolifération cellulaire sont parallèlement inhibées, contrairement 
aux autres substances où elles sont inversement conélées (Blais et al., 1995; Lopez-Boado et 
al.,  1996; Rassart et al., 2000). De la même façon,  dans les cultures primaires d'astrocytes, 
1  'APOD  est  régulée  à  la  hausse  par  la  progestérone  et  les  oxystérols,  dont  le  25-
hydroxycholestérol,  et  est  sécrétée  de  façon  constitutive  plutôt  qu'accumulée 
intracellulairement  (Pate!  et  al.,  1995).  Ceci  suggère  un  rôle  potentiel  de  cette  protéine 
transporteuse  de  molécules  hydrophobes  dans  l'homéostasie  du  cholestérol  durant  la 
réinnervation  et la régénération (del  Valle et al.,  2003;  Navano et al.,  2004; Patel et al., 
1995). De plus, lorsque des cellules fibroblastiques humaines et murines, de même que les 
lignées astrocytiques humaines U87 et 373M sont mises en arrêt de croissance que ce soit par 
confluence ou suite à une déprivation de sérum ou après plusieurs passages impliquant les 
mécanismes de sénescence, l'expression génique d'APOD est augmentée suggérant un rôle 
potentiel dans l'homéostasie cellulaire (Do Carmo et a]., 2002; Provost et al., 1991a). 15 
Ainsi,  l' APOD  peut-être  considérée  c01mne  marqueur  de  sénescence.  Les  cellules 
tumorales  sénescentes  en phase  G0  semblent être  bénéfiques  polir  les  patients  atteints  de 
cancers (Campisi, 2005b; Soiland et al., 2007). Par contre, cet effet semble néfaste, avec des 
propriétés invasives, lorsque des cellules sénescentes surexprimant 1  'APOD sont à proximité 
de tissus tumoraux (Soiland et al., 2007). Ces effets contradictoires d' APOD sur les cellules 
cancéreuses  peuvent  être  expliqués  par plusieurs  mécanismes  suivants:  1)  Les  tissus  ou 
'  cellules  non sénescents  sécrètent des  inhibiteurs  de  métalloprotéinases  (MMP) et  serpines 
empêchant  l'invasion  de  cellules  cancéreuses,  contrairement  aux  tissus  sénescents  qui 
sécrètent des  MMP (Kang et al., 2003a),  des  facteurs  de  croissance épithéliaux  (Campisi, 
2005a; Parrinello et al.,  2005)  et  des  cytokines inflmmnatoires  et induisent l'invasion  des 
cellules  cancéreuses  et  les  métastases  (Kang  et  al.,  2003a);  2)  l' APOD  séci·étée  par ces 
cellules  sénescentes à proximité des  tumeurs pourrait interagir avec les  MMP et avoir une 
activité protéolytique en dégradant le collagène et favorisant l'invasion tumorale (Soiland et 
al.,  2007).  De ces faits,  l'APOD peut être  considérée  comme  "  un  bon  citoyen,  mais  un 
mauvais  voisin  "  (reformulé de Soiland et al., 2007;  " ApoD is  a good  citizen but  a bad 
neighbour " et de Campisi, 2005a; " Good citizens, bad neighbors "). 
Par ailleurs, nous avons récemment démontré que plusieurs stress (tels que les radiations 
UV  et  le  peroxyde d'hydrogène (H20 2))  causant un arrêt  de  croissance  dans  les  cellules 
fibroblastes  murines  (NIH/3T3),  induisent l'expression  d'ApoD. Nous  avons  aussi  montré 
qu'en  condition  nonnale,  la  localisation  intracellulaire  d' ApoD  est  principalement 
périnucléaire,  mais  se  retrouve  dans  le  cytoplasme  et  le  noyau  en  conditions  de  stress, 
incluant en présence de lipopolisaccharide (LPS) (Do Carmo et al., 2007). L' ApoD nucléaire 
proviendrait  de  la  protéine  sécrétée  et  nous  spéculons  qu'elle  pourrait jouer  un rôle  de 
transporteur de ligands extracellulaire et dans  la régulation transcriptionnelle dans le noyau. 
Concernant la prolifération cellulaire, l' ApoD serait capable de lier les  protéines MAPK ou 
ERKl/2  et empêcher leur  entrée  dans  le  noyau  (Sarjeant  et  al.,  2003).  Sachant  que  les 
protéines ERKl/2, impliquant la voie de signalisation MAPK, sont des régulateurs importants 
de  la  phase  G,  à  S du  cycle  cellulaire  (Meloche  and  Pouyssegur, 2007),  l' ApoD  pourrait 
inhiber l'entrée du cycle cellulaire en phase S. 16 
Tableau 1.1. Facteurs modulant l'expression génique d'ApoD. 
Conditions  Effets sur l'expression d'ApoD  Prolifération cellulaire  Références 
Androgènes et glucocorticoïdes  " 
:.1  (000) 
Estrogènes  :.1  " 
(3) 
Interleukine-l a  ,,  :.1  (4) 
Interleukine-6  :.1  :.1  (5) 
1,25-dihydroxy vitamine 03  " 
:.1  (6) 
Acide réti1.1oïque  " 
:.1  (7;8) 
Déprivation de sérum  " 
:.1  (7;9) 
Confluence cellulaire  " 
:.1  (9) 
Régénération des nerfs  " 
:.1  (10) 
Lipopolysaccharides (LPS)  "  " 
(11) 
Radiations UV  " 
:.1  (11) 
H20 z  " 
:.1  (11) 
* Références: (1-3) Simard et al.,  1990; 1991; 1992; (4;5) Blais et aL,  1994; 1995; (6-8) Lopez-Boado 
et al., 1997; 1994; 1996; (9) Provost et al., 1991; ( 1  0) Boy1 es et al.,  1990a; (11) Do Carmo et al., 2007. 
Tiré de Rassart et al., 2002. 
1.1.5 Structure du promoteur et du gène 
Les gènes d'APOD/ApoD ont été localisés sur le chromosome 3 dans la région pl4.2 chez 
l'humain (Drayna et al., 1987a) et le chromosome 16 chez la souris (Warden et al., 1992). Ce 
gène est divisé en cinq exons, dont le premier, non-codant et faisant 66 pb, est situé à 4,7  kb 
en amont du deuxième exon (Rassart et al.,  2000  ; voir Figure 1.2).  De  plus, l'analyse des 
gènes des lipocalines montre que leur localisation chromosomique ainsi que leur organisation 
exonlintron,  en  particulier chez  les  mammifères,  est  typique  de  la  famille  des  lipocalines 
(Salier, 2000). L'ADNe de  ce gène de  20 kpb a une longueur de  815  pb et son promoteur, 
ainsi que l'exon 1, comporte une série d'éléments de régulation potentiels. Étalé sur plus de 2 
kpb, ce promoteur  dévoile la complexité de la modulation du gène d'APOD (Lambert et al., 
1993). 
1.1.5.1 Les éléments cis du promoteur d'APOD 
Plusieurs  éléments  régulateurs  se  retrouvent  sur  le  promoteur  d'APOD  tels  que  les 
éléments  de  réponses  à  l'œstrogène  (ERE),  à  la  progestérone  (PRE),  au  glucocorticoïde 
(GRE),  à  l'hormone thyroïdienne (TRE), de  phase aiguë  (APRE)  et  au  sérum (SRE).  Des ------------ -------------------------
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études sur le promoteur du gène d'APOD, effectuées par l'équipe du Dr Rassart, démontrent 
qu'il  existe  des  éléments  impottants  impliqués  dans  la  surexpression  d'APOD  dans  des 
situations  de  stress  cellulaire.  Ces études ont porté, plus particulièrement,  sur des  cellules 
fibroblastiques murines NIH/3T3 mises en condition de stress tel que l'arrêt de croissance par 
déprivation de sérum ou par confluence cellulaire et les  stress inflammatoires et oxydatifs, 
tels que mentionnés dans la section 1.1.3.4. Ainsi, la région entre les nucléotides -174 et -4 du 
promoteur serait responsable de l'expression basale. Quant à la région entre les nucléotides -
558  et -179,  elle serait impliquée dans l'induction de l'expression génique d'APOD lors de 
l'anêt de  croissance  par déprivation  de  sérum.  Ces  résultats  ont  été  démontrés  par des 
expériences  de  délétion  de  différentes  régions  du  promoteur  d'APOD  et  en  m~surant 
l'activité promotrice de  ces constructions grâce au  gène de la  luciférase (Do  Carmo et al., 
2002).  Dans la région entre les nucléotides -558 et -179, on retrouve la paire d'éléments de 
réponse au sérum (SRE1 et 2),  au ETS (EBS) et au glucocorticoïde (GRE) de même qu'une 
région d'alternance purine-pyrimidine (APP) capable d'adopter une conformation d'  ADN-Z 
associée  à  l'activation  et la  répression  de  gènes  de  mammifères  (Gilmour  et  al.,  1984; 
Hamada et al.,  1984). L'analyse par retard sur gel de ces éléments régulateurs, excepté pour 
l'élément APP, révèle qu'ils sont spécifiquement impliqués dans l'induction d'APOD en arrêt 
de croissance par interaction avec des protéines nucléaires, d'où l'importance d'identifier les 
facteurs  liant ces  éléments  et  pouvant fort  bien être responsables  de  la régulation génique 
d'APOD. 18 
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Figure 1.2. Structure du  gène d'APOD humaine. Le gène contient  5 exons dont  le premier est non 
codant. Son promoteur présente plusieurs éléments régulateurs potentiels impliqués dans la  modulation 
génique d'APOD. AP-l: Protéine activatrice 1, APP: Alternance de purines et de pyrimidines, A-2 et-
3 : Élément de réponse de phase aiguë 2 et 3,  G : Élément de réponse aux glucocorticoïdes, GC:  Boîte 
GC, E : Élément de  réponse à l'œstrogène,  F: Élément spécifique aux acides gras, SRE:  Élément  de 
réponse  au sérum, P : Élément  de  réponse à  la  progestérone,  S : Élément  de  réponse  au  stress.  La 
région  - 174  à  -4 est  responsable  de  l'expression  basale,  alors  que  la  région  - 558  à - 179  serait 
impliquée dans l'induction d'APOD lors de l'arrêt de croissance. (Tirée de Do Carmo et al. , 2002). 1.1.5.2 Caractérisation du SRE et de la boîte CArG 
1.1.5.2.1 L'élément de réponse au sémm (SRE) 
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Le SRE a  été originellement décrit comme un élément de 23  pb ayant des répétitions 
inversées de symétrie dyade et dont la séquence est : aggatgtCCatattaGGacatct (Miano, 2003; 
Treisman, 1986). Le SRE serait lié de façon constitutive à un complexe de deux facteurs de 
transcription : le facteur de réponse au sémm SRF (pour « Serum Response Factor ») et le de 
complexe ternaire TCF (pour « Tenary Compex Factor») (Rarnirez et al.,  1997) et ces trois 
éléments seront détaillés davantage dans la section 1.1.6.3. 
1.1.5.2.2 La boîte CArG 
La boîte CArG, pour sa part, est un élément cis de 10 pb qui ne présente pas de symétrie 
dyade, caractéristique du SRE. Cet élément a pour séquence consensus; CC(NT)
6GG et une 
seule mutation, habituellement une substitution au centre A/T par un C ou un G, est acceptée 
pour considérer cet élément régulateur c01mne « CArG-like element» (Miano, 2003). La boîte 
CA.rG  est en fait le  cœur du SRE, mais ces deux éléments sont tout à fait distincts l'un de 
l'autre. Plus de 60 gènes ont été foncti01mellement caractérisés, ont une ou plusieurs boîtes 
CA.rG  sur leur promoteur et interagissent activement avec des facteurs  de  transcription. La 
majorité  de  ces  gènes  a  été  classée  dans  la  catégorie  de  gènes  associés  aux  muscles  ou 
associés à la croissance (ex. : le c-F  os; Gille et al., 1995; Latinkic et al., 1996). 
1.1.6 Les facteurs de transcription 
Il existe plus de 20 000 gènes dans le  génome humain qui, selon les différents niveaux 
d'expression, expliquent la présence de plus de 200 types de cellules chez l'humain. Parmi 
ces gènes, plus de 2000 codent pour des facteurs de transcription ; des protéines nucléaires 
essentielles à l'initiation de la transcription et associées à l'  ARN polymérase. Ces protéines 
nucléaires  sont  en  général  des  facteurs  de  transcription,  coactivateurs,  corépresseurs, 
remodeleurs  de  chromatine,  histones,  histones  acétylases,  déacétylases,  kinases  et 
méthylases.  Les  facteurs  de  transcription  contiennent  au  moins  deux  domaines 
caractéristiques :  un  domaine  de  liaison  à  l'ADN  et  un  domaine  de  régulation  de  la 
transcription. Lors de l'étude de  facteurs  de  transcription, plusieurs questions peuvent être 20 
posées. Par exemple, est-ce qu'un facteur de transcription influence directement l'activité de 
transcription? Est-ce que le facteur, une fois  synthétisé, se rend automatiquement au  noyau 
pour agir sur  la transcription?  Si  ce  facteur requiert un  signal pour être actif,  quelle est la 
nature  de  ce  signal?  (Brivanlou  and  Damell,  2002).  Deux  grandes  classes  peuvent  être 
établies selon qu'ils  exercent une action positive ou négative (Brivanlou and Damell, 2002; 
Drewett et al.,  2001).  Les  facteurs  de transcription ayant une action positive peuvent être 
classés selon qu'ils sont des facteurs  nucléaires actifs de façon constitutive, par exemple le 
Sp 1,  la  protéine  liant  la  séquence  CCAA  T  et  le  NF 1  ou  des  facteurs  de  transcription 
régulateurs comme le p53, le SRF de la famille des «MADS box» et le ELK-1 de la famille 
des« E-twenty-six» (ETS) incluant le TCF (Buchwalter et al., 2004). 
1.1.6.1 Rôles des facteurs de transcription 
Les facteurs de  transcription actifs de façon constitutive sont des protéines présentes en 
permanence dans le noyau des cellules, et ce peu importe le type cellulaire. Ces protéines ne 
semblent pas être impliquées dans un changement d'activité transcriptionnelle d'un gène en 
particulier. Elles joueraient un rôle plus important dans la transcription de gènes qui semblent 
être toujours transcrits, c'est-à-dire les protéines structurales c01rune par exemple la tubuline 
et  l'actine,  et  les  enzymes  métaboliques  ubiquistes  comme  la  glycéraldéhyde  phosphate 
déshydrogénase (GAPDH ; Brivanlou and Damell, 2002). Parmi les sous-classes de facteurs 
de  transcription régulateurs,  il y a celles dites cellules-spécifiques qui apparaissent comme 
des  régulateurs  dans  le  contrôle  de  la  différenciation  cellulaire,  et  celles  dites  signal 
dépendant.  On  retrouve  dans  cette  dernière,  les  facteurs  de  transcription  nucléaires  dits 
résidents, sur laquelle une plus grande attention sera apportée étant donné que le  SRF et le 
TCF, pouvant agir directement sur l'induction de  l'expression d'APOD dans les  cellules en 
arrêt de croissance, font partie de cette sous-classe. 
1.1.6.2 Les facteurs de transcription nucléaires résidents 
Plus d'une douzaine de cascades de phosphorylation agissent sur les résidus sérines d'une 
centaine de protéines nucléaires résidentes en réponse à un signal provenant de 1' interaction 
d'un ligand et de son récepteur de surface cellulaire. Deux voies connues peuvent amener à la 21 
phosphorylation des protéines nucléaires résidentes par les cascades des sérines kinases. La 
première est celle où de petites molécules se  lient à  leurs récepteurs de  surface cellulaire 
couplés  aux protéines G.  Ceci amène l'augmentation intracellulaire d'un second messager 
comme  l'adénosine  3 ',5  '-monophosphate  (AMPc  ),  les  phosphoinositols,  le  diacylglycérol 
(DAG) et le Ca
2
+ qui agissent directement sur les cascades des sérines kinases (Brivanlou and 
Darnell, 2002). La deuxième voie est celle où un ligand polypeptidique se lie à un récepteur 
cellulaire tyrosine kinase. Parmi les substrats des sérines kinases, on retrouve la famille des 
protéines ETS,  la protéine liant l'élément de réponse  à  l'  AMPc (CREB) et la famille  des 
« MADs box». Plusieurs de ces protéines nucléaires semblent être toujours liées à 1  'ADN à 
tout moment avant d'être activées suite à un stress cellulaire. 
1.1.6.3 Les facteurs de transcription liant le SRE 
Beaucoup  d'études  ont  été  effectuées  sur  les  éléments  c1s  SRE  et  la  boîte  CArG, 
retrouvés dans plusieurs promoteurs de gènes précoces, et notamment des gènes musculaires 
comme l'actine et la myosine. L'un des modèles les plus c01mus est le SRE du promoteur du 
proto-oncogène c-Fos (Chai et al., 2002; Rech et al., 1994; Treisman, 1986; Treisman, 1990; 
Treisman et al.,  1992). Cette séquence d'ADN est nécessaire et suffisante pour une induction 
rapide de l'expression de ce proto-oncogène en réponse à  un signal cellulaire externe comme 
les  hormones de croissance,  le  sérum et les  esters de  phorbol.  L'activation totale du  SRE 
nécessite la liaison du TCF (ou p62) et du SRF (ou p67) à  leur site de liaison spécifique à 
l'ADN  (Sharrocks,  2001).  Beaucoup  d'informations  ont  été  accumulées  sur  l'étroite 
coopération entre ces deux facteurs de transcription. 
1.1.6.3.1 Le SRF 
Le SRF ou p67  est une protéine dimérique de 67 KDa faisant partie de  la famille des 
« MADs box». C'est un facteur de transcription ubiquiste reconnu pour lier le SRE et capable 
de recruter le TCF pour former le complexe ternaire (Sharrocks, 2001 ).  Le SRF semble être 
localisé  de  manière  constitutive  dans  la  chromatine.  Effectivement,  des  expériences  ont 
démontré que le SRF est lié à l'ADN à tout moment du cycle cellulaire et qu'il est modifié 
intensivement par phosph01ylation  et par glycosylation  immédiatement après  sa  synthèse 22 
(Chai  et  al.,  2002).  La  caséine  kinase  (CK)  II  reconnaîtrait  les  mêmes  sites  de 
phosph01ylation sur le SRF tant in  vitro qu' in  vivo.  Cette phosphorylation, de même qu'un 
stress cellulaire induisant un arrêt de croissance ou après l'ajout d'hormone de croissance, ne 
semble pas affecter l'activité de liaison du SRF à l'ADN (Chai and Tamawski, 2002), ce qui 
vient suppo11er  l'idée que le SRF serait lié à l'ADN immédiatement après sa synthèse et sa 
translocation au noyau.  Toutefois, Atadja et ses  collègues (1994) ont montré que  l'activité 
transcriptionnelle du SRF serait réprimée dans les fibroblastes humains en sénescence et que 
cette  répression  serait régulée  par  l'hyperphosphorylation  du  SRF,  inhibant  sa  liaison  au 
SRE.  Sachant que l'APOD est induite spécifiquement dans les cellules fibroblastiques  non-
prolifératives, c'est-à-dire en quiescence ou en sénescence (Provost et al.,  199la), ce constat 
laisse entrevoir que d'autres facteurs de transcription pourraient combler ce rôle régulateur du 
promoteur d'APOD. 
1.1.6.3.2 Le TCF 
Le TCF ou p62, quant à lui, est une protéine de  62  KDa et probablement le  facteur de 
transcription le plus étudié parmi les membres de la famille des ETS. Il requiert la formation 
du complexe binaire SRF-SRE pour lier le SRE (Sharrocks, 2001). Par contre, il peut lier par 
lui-même l'élément cis EBS  (« Ets Binding Site ») qui  a pour séquence soit CCGGA, soit 
CAGGA  ou  soit  GGA (Fisher  et al.,  1991;  Hahn  and  Wasylyk,  1994;  Nye  et  al.,  1992; 
Ramirez  et al.,  1997).  Il  est  connu  dans  la  littérature  que  le  TCF,  communément appelé 
ELKl (Drewett et al.,  2001; Latinkic et al.,  1996;  Sharrocks, 2001) peut recruter le  SRF à 
l'élément cis EBS-CArG qui ne lierait pas de SRF. Il est important de mentionner que le SRF 
peut interagir avec d'autres facteurs de transcription ne provenant pas de la famille des ETS, 
par exemple  ; NFkB,  Spl, GATA4,  ATF6  et Pax-5  (Chai  et al.,  2002;  Sharrocks, 2001). 
Ainsi, il est possible que d'autres facteurs de transcription, connus ou non, autres que le SRF 
et le TCF puissent lier ces éléments cis de même que les facteurs nucléaires pouvant interagir 
avec le GRE, situé entre les deux éléments cis SRE. 
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PROBLÉMATIQUE ET OBJECTIFS 
L'  APOD  est  une protéine  impliquée,  d'une façon  ubiquiste,  dans  plusieurs  processus 
biologiques normaux et pathologiques. La complexité de  régulation de  cette protéine par les 
différentes  voies de  signalisation, tant du point de  vue cellulaire que moléculaire, nécessite 
une étUde de longue portée. Depuis sa découverte, de grandes avancées ont été réalisées, mais 
sa fonction physiologique demeure un mystère pour la communauté scientifique. Toutefois, il 
apparaît  évident  que  l'  APOD  soit  une  protéine  importante  impliquée  dans  plusieurs 
pathologies  notamment les  maladies  neurodégénératives  et les  cancers.  L'augmentation de 
l'expression génique suggère qu'elle soit une protéine de  stress et aussi ayant un  rôle dans 
l'homéostasie cellulaire et dans les métabolismes lipidiques. Selon la littérature, elle semble 
être une protéine neuroprotectrice avec des propriétés antioxydantes. De plus, son expression 
est  fortement  induite  dans  plusieurs  modèles  de  neurodégénérescence  chez  la  souris  et 
inversement corrélée avec la prolifération cellulaire. Eu égard à ces constats expérimentaux, 
il  apparaît  important  d'étudier  plus  en  profondeur  les  facteurs  nucléaires  régissant  la 
régulation de l'expression génique d'APOD, plus précisément dans les cellules en culture en 
stade  Go  et  aussi  dans  un  modèle  de  neurodégénérescence  chez  la  souris.  Cette  étude 
permettra d'enrichir nos connaissances et de comprendre le modus operandi de ces processus 
complexes de  régulation du gène d'APOD dans l'arrêt du cycle cellulaire ainsi que dans  les 
maladies  neurodégénératives.  La  purification,  1  'identification  et  la  caractérisation  de  ces 
facteurs  nucléaires  permettront  probablement  de  mieux  approfondir  nos  connaissances  et 
d'une manière indirecte sur le rôle d'  APOD tant en condition n01male que pathologique. En 
identifiant ces facteurs nucléaires qui seraient importants dans l'induction du gène d'APOD, 
il  serait  possible. de  faire  une  corrélation  avec  leurs  fonctions  connues.  Par  exemple, 
l'identification  de  facteur  de  transcription  qui  serait  impliqué  dans  la  régulation 
transcriptionnelle de  gènes pro- ou anti-inflammatoires  (ex: NF-KB)  ou antioxydantes  (ex: 
NRF2) appuierait fort probablement un rôle pour l' APOD dans ces mécanismes cellulaires. 24 
Plusieurs  techniques  de  biologie  moléculaire  et  biochimique  seront  utilisées  afin  de 
mener  à  terme  ces  projets.  La purification  des  protéines  nucléaires  interagissant avec  le 
promoteur d'APOD sera effectuée  sur des  billes  de streptavidine  couplées  aux  séquences 
promotrices biotinylées et correspondant à  la région -514 à  -475 pour l'étude sur l'anêt de 
croissance  et  à  la  région  -816  à  +64  pour  l'étude  impliquant  le  modèle  de 
neurodégénérescence.  En ce qui conceme ce dernier modèle,  la région du  promoteur sera 
divisée en six parties chevauchantes d'environ 200pb et amplifiée par PCR en utilisant des 
amorces biotinylées. Les protéines nucléaires seront extraites à partir d'un modèle de souris 
présentant un phénotype neurodégénératif causé par l'infection de souris par le  coronavirus 
humain OC43 et où l'expression génique d'APOD est fotiement induite, notamment dans le 
cortex.  Les  protéines  qui  lient  le  promoteur  seront  éluées  et  envoyées  au  centre  de 
protéomique génome Québec de l'Université McGill et analysées par spectrométrie de masse 
(MS/MS). 
Par la suite, il serait important de vérifier l'identité des protéines nucléaires par retard sur 
gel  à  l'aide  d'anticorps  (technique  de  « supershift »)  ce  qui  permettra  de  confirmer  la 
spécificité de  liaison de ces protéines au promoteur d'APOD. Bien que ces protéines lient le 
promoteur  d'  APOD  in  vitro,  les  conditions  peuvent  être  différentes  in  vivo.  Une 
immunoprécipitation de la chromatine (ChiP), suivie d'une amplification par PCR permettrait 
de confirmer l'interaction de ces protéines  in  vivo  avec  le  promoteur d'APOD.  Le niveau 
d'expression  et  de  traduction  de  ces  protéines  devrait  être  analysé  par  RT-PCR  et 
inununobuvardage. Cette analyse permettra de voir si ces protéines sont modulées aussi dans 
ces  conditions  et  indubitablement  d'une  manière  précoce.  Finalement,  l'activité  de  ces 
protéines  dans  la  régulation  du  gène  d'APOD  peut être  étudiée  par  des  expériences  de 
transfection.  Des  clones,  contenant  l'ADNe  de  ces  protéines  nucléaires,  seraient  co-
transfectés  avec  une  construction  contenant  le  promoteur  du  gène  d'APOD  et  un  gène 
rappmieur, la luciférase. Une activation du gène de la luciférase confirmerait 1  'implication de 
ces protéines nucléaires dans l'induction d'APOD. CHAPITRE II 
CHARACTERIZATION OF NUCLEAR FACTORS MODULA  TING THE 
APOLIPOPROTEIN D PROMOTER DURING GROWTH ARREST : IMPLICATION OF 
PARP-1, APEX-1 AND ERKl/2 CATALYTIC ACTIVITIES 
Louis-Charles Levros Jr., Sonia Do Carmo, Elsy Edouard, Philippe Legault, Cyndia Charfi, 
Eric Rassart 
2010 
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2. 1 AVANT-PROPOS 
Ce chapitre présente les protéines purifiées liant le  promoteur humain d'APOD dans  la 
région -514 à -475  dans les  cellules fibroblastiques murines (NIH/3T3) mises en culture en 
conditions normales ou en arrêt de croissance par déprivation de sérum. Cette étude permettra 
de  caractériser  les  facteurs  nucléaires  capables  de  lier  et  de  transactiver  le  promoteur 
d'APOD. 
J'ai élaboré  le  design de  cette  étude sous  la supervision du  Dr Rassart.  J'ai effectué la 
purification des protéines nucléaires liant le promoteur d'APOD par la technique de billes de 
streptavidine.  J'ai aussi  analysé  les  résultats  de  spectrométrie  de  masse  de  même  que  la 
caractérisation des  protéines  sélectionnées pour l'étude,  c'est-à-dire  le  clonage  des  eDNA 
dans des vecteurs d'expression, les tests de  luciférase, les tests de retard sur gel, les  tests de 
RT-PCR et d'immunobuvardages.  Sonia Do  Carmo  et Philippe Legault ont contribué aux 
expériences concernant les tests de luciférase et les tests d'  ARN interférant 27 
2.2RÉSUMÉ 
L'apolipoprotéine D (ApoD) est induite dans plusieurs conditions de stress et situations 
pathologiques comme les maladies neurodégénératives et les cancers. Nous avons récemment 
. montré  que  l'expression  de  l'ARNm  d'APOD  est  induite  dans  les  cellules  en  arrêt  de 
croissance et démontré la liaison spécifique de protéines nucléaires à la région -514 à -475 du 
promoteur. Cette région contient la paire d'éléments de réponse au sérum (SRE1 et 2), un site 
de liaisori  aux ETS (EBS) et un élément de réponse aux g1ucocorticoïdes (GRE). Dans cette 
étude, nous montrons que Parp-1, HnRNP-U, CBF-A, BUB-3, Kif4, APEX-1  et lfi204 lient 
ces éléments régulateurs du promoteur d'APOD. La liaison spécifique de HnRNP-U et Parp-1 
a été confirmée par retard sur gel. Kif4 et BUB-3 lient préférentiellement et respectivement 
les  sites  SRE 1 et  EBS-GRE,  alors  que  APEX  -1  semble  être  recruté  indirectement  à  ces 
éléments.  Nous  montrons  que  l'expression  génique  de  quelques-uns  de  ces  facteurs  est 
régulée à la hausse dans les cellules en arrêt de croissance et que ces protéines transactivent le 
promoteur d'APOD.  En  accord  avec  ces  résultats,  des  mutants  d' APEX-1  et  de  Pat·p-1 
défectifs pour leur liaison à l'ADN et leur activité catalytique ne peuvent pas transactiver le 
promoteur.  La  suppression  des  protéines  Parp-1  et  HnRNP-U  par  siRNA  et  l'emploi 
d'inhibiteurs spécifiques pour MEKl/2 et Parp-1  inhibent l'induction de l'expression génique 
d'ApoD. Par ailleurs, ERKl/2 sont retrouvées activées d'une manière biphasique suite à la 
déprivation de sérum et l'inhibition de Pat-p-l  cause une activation soutenue de ERK2 mais 
pas ERKl pour une durée de 2 h. Dans l'ensemble, ces résultats démontrent l'importance de 
l'activité catalytique de Parp-1, APEX-1 et ERKl/2 dans l'induction d  l'expression génique 
d'APOD causée par l'arrêt de croissance. 
Mots-clés : Apolipoprotein D  (ApoD),  stress  cellulaire,  arrêt  de  croissance, protéines  liant 
l'ADN, PARP-1, APEX-1, HnRNP-U, IFI204, Kif4, BUB-3, ERKl/2. 28 
2.3  ABSTRACT 
Human  Apolipoprotein  D  (apoD)  is  upregulated  under  several  stress  conditions  and 
pathological  situations  such  as  neurodegenerative  diseases  and  cancers.  We  previously 
showed that apoD mRNA expression is  induced in  growth-anested cells and  demonstrated 
the  specifie binding of nuclear proteins  to  the  region  -514  to  -475  of the  promoter.  Such 
region contains a pair of Serum Responsive Elements (SRE), an Ets-Binding Site (EBS) and 
a Glucocorticoid Responsive Element (GRE). In this study, we show that Parp-1, HnRNP-U, 
CBF-A,  BUB-3,  Kif4,  APEX-1  and  Ifi204  bind  these  regulatory  elements  of the  apoD 
promoter.  Specifie  binding  of HnRNP-U  and  Parp-1  was  confirmed  by  Electrophoretic 
Mobility  Shift  Assay  (EMSA).  In  a  biotin  pull-down  assay,  Kif4  and  BUB-3  bind 
preferentially the SRE1 and the EBS-GRE sites, respectively, while APEX-1 seems recruited 
indirectly to tbese elements. We found that the mRNA expression of sorne of these binding 
factors  is  upregulated in  growth-arrested cells and that these proteins also  transactivate the 
apoD promo  ter. In agreement with these results, mutants of APEX  -1  and of Parp-1 defective 
for  their  DNA-binding  and  catalytic  activities  could  not  transactivate  the  promoter.  The 
knockdown of Par-p-l  and HnRNP-U  and the use of specifie inhibitors of MEKl/2 and  of 
Parp-1 also inhibited the induction of apoD gene expression. Moreover, ERK1/2 was found 
activated in  a biphasic manner post serum-starvation and  the inhibition of Parp-1  causes  a 
sustained  activation  of ERK2  but  not  ERKl  for  up  to  2h.  Altogether,  these  findings 
demonstrate the importance of Parp-1, APEX-1 and ERKl/2 catalytic activities in the growth 
anest-induced apoD gene expression. 
Keywords: Apolipoprotein D (apoD), Cellular stress, Growth arrest, DNA binding proteins, 
PARP-1, APEX-1, HnRNP-U, IFI204, Kif4, BUB-3, ERKl/2 29 
2.4 INTRODUCTION 
Human apolipoprotein D (apoD) is a 29-kDa secreted glycoprotein and a member of the 
lipocalin superfarnily (Drayna et al., 1987b; Flower, 1996). Since its discovety, which dates 
for more than 35  years ago (McConathy and Alaupovic, 1973) and despite the  identification 
of a  variety  of candidate  ligands  such  as  arachidonic  acid  (Morais  Cabral  et  al.,  1995), 
progesterone and pregnenolone (Dilley et al.,  1990; Pearlman et al.,  1973), bilirubin(Peitsch 
and Boguski, 1990), E-3-methyl-2-hexenoic acid (Zeng et al., 1996) and cholesterol (Pate! et 
al.,  1997),  the  physiological  function  of apoD  remains  unknown.  Therefore,  apoD  is 
considered as  a protein with pleiotropic functions depending on its ligands and  its tissues or 
organs of expression (Rassart et al., 2000). 
In human, the apoD gene is expressed at high levels in the adrenal glands, spleen, testes, 
lungs, pancreas, kidneys and  the nervous system (Rassart et al.,  2000).  ApoD  expression is 
also  found  increased  in  severa!  neurological  disorders  such  as  Alzheimer's  disease, 
meningoencephalitis,  dementia,  motor  neuron  disease  (Terrisse  et  al.,  1998),  Parkinson's 
disease  (Ordonez  et  al.,  2006),  schizophrenia  (Thomas  et  al.,  2001)and  (Mahadik  et  al., 
2002),  multiple  sclerosis  (Reindl  et  al.,  2001)  and  severa!  animal  models  of 
neurodegenerative injuries (Rassart et al., 2000).  Besides neuropathological situations, apoD 
expression  is  elevated  in severa!  cancers.  This  overexpression  of apoD  gene  is  observed 
particularly in differentiated tumours with low proliferation rate and severa! studies suggested 
the  importance of cellular growth arrest as  a triggering factor of apoD  expression (Lopez-
Boado et al.,  1996; Lopez-Boado et al.,  1994; Soiland et al., 2007). Effectively, in cultured 
cells,  apoD  expression  is  associated  with  cellular  growth  arrest,  senescence  and 
inflammation. In agreement with these facts, apoD is also upregulated in aging rats (Yang et 
al.,  2005)and  humans  (Kalman  et  al.,  2000;  Loerch  et  al.,  2008)  and  this  senescence 
characteristic, which is an irreversible growth-arrested state in contraty to quiescence, is also 
considered  as  a  physiological  mechanism  capable  of counteracting  tumour  proliferation 
(Dirnri et al.,  1996; Goldstein, 1990;. Lynch, 2006; McConnick and Campisi, 1991; Pazolli 
and Stewat1, 2008). 30 
Furthennore, apoD expression and proliferation are also inversely correlated in response 
to  cellular stress. Indeed, cellular stresses provoking an extended growth anest such as high 
doses of  UV light and H20 2 increased apoD expression (Do Carmo et al., 2007). 
We have already identified the promoter region comprised between - 558 and - 179 to  be 
responsible for the induction of apoD following growth arrest (Do Carmo et al., 2002). More 
precisely,  we  found  that the  Alternating  Purine-Pyrimidine  stretch  (APP)  and  two  Serum 
Responsive Elements (SRE-1  and -2) were the major determinants of growth  arrest-induced 
apoD gene expression. The SRE is a 23-bp element with an inverted repeat of dyad symmetry 
(Miano, 2003). Only the SRE1 of the apoD promoter contains a CArG-box core described as 
a  10-bp  element  with  the  consensus  sequence  CC(A/T)6GG.  ln  many  growth-related  or 
immediate early genes, the CArG-box element is often in the vicinity of an Ets-Binding-Site 
(EBS)  (Buchwalter  et  al.,  2004;  Chai  et  al.,  2002;  Latinkic  et  al.,  1996;  Miano,  2003; 
Treisman, 1990). Detailed analysis of the apoD promoter also revealed the presence of an 
EBS and a Glucocorticoid Responsive Element (GRE) between the two SREs in  the region 
- 514  to  - 475  (Do  Canno  et  al.,  2002).  The  EBS,  with  its  central  core  sequence  5'-
GGA(A/T)-3', is  known to  cooperate tightly  with  the  SRE  through the  binding of several 
nuclear proteins, particularly the  Serum Response Factor (SRF)  and  members  of  the  E26 
transforming  specifie  (ETS)  family  which  regulate  several  genes  implicated  in  cell 
proliferation and differentiation (Buchwalter et al., 2004; Verger and  Duterque-Coquillaud, 
2002). Also, the GRE is known to  interact with the Glucocorticoid Receptor (GR), a nuclear 
receptor ligand-dependant transcription factor which recognizes  the consensus  sequence 5'-
GGTACAnnnTGTTCT-3' (Claessens et al., 2001). 
Thus, it appeared important to further study the regulation of  the a  poO gene, especially in 
relation with cellular proliferation. As the SREs in the region - 558 to - 179 were identified as 
major determinants of growth arrest-induced gene expression, we focused our study on this 
region of the  promoter that contains the  SRE1, EBS  and GRE sites  (Table 2.1). Here, we 
present the  identification and the characterization of several nuclear proteins that bind the 31 
apoD promoter under normal and growth arrest conditions in NIH/3T3  fibroblast cells. Our 
results  show  that  Pm·p-1,  HnRNP-U,  CBF-A,  BUB-3,  Kif4,  APEX-1  and  Ifi204  bind 
elements of the promo ter. W e also investigated the implication of MEK/ERK pathway in  the 
regulation of the  apoD  gene  expression.  W e  demonstrate the  implication of these  nuclear 
factors  in  the  modulation  of the  apoD  promoter  and  that  Pat-p-l,  APEX-1  and  ERK.l/2 
catalytic activities regulate positively the apoD gene expression in growth arrested-cells. 32 
2.5 MATERIALS AND METHODS 
2.5.1 Cel! culture and reagents 
Mouse  fibroblasts  (NIH/3T3)  were  obtained  from  American  Type  Culture  Collection 
(ATCC, Rockville, MD) and maintained in  Dulbecco's modified  Eagle  medium (DMEM; 
Invitrogen, Carlslab, CA) supplemented with 10% calf serum, penicillin G (1 00 units/ml) and 
streptomycin (100  ~g/ml). NIH/3T3 cells were maintained at 37 o c in a 5% C02 humidified 
atmosphere  and  were  fed  every  2  days  with  fresh  medium.  For  the  analysis  of gene 
expression  in  sparsely  growing  cultures  (normal  conditions),  cells  were  maintained  in 
medium supplemented with  10% calf serum and harvested at 50% of confluence. For the 
analysis in growth atTest conditions, cells were maintained in 0.5% serum when they reached 
80% of confluence.  Cells  were kept in  this  medium and  harvested  at different days  post 
serum starvation. Wh  en specifie inhibitors of  Parp-1 or MEKl/2 were used, the medium was 
replaced by medium containing 10 mM 3-ABA (Sigma, St.  Louis, MO) or 10  ~M  U0126 
(Calbiochem EMD Biosciences, San Diego, CA), respectively. 
2.5.2 Whole cel! and nuclear extracts 
For total ex  tracts, 3  x 10
6 cells were lysed in 100  ~llysis buffer (1 0 mM HEP  ES, pH 7.9, 
140  mM NaCl,  1.5  mM MgC12,  0.5%  Nonidet P-40,  1 mM PMSF,  1 mM dithiothreitol 
(DTT),  100  U/~1 aprotinin and 200  ~M Sodium orthovanadate (Na3V04)).  After 5  min of 
incubation  at  4  °C,  lysates  were cleared by  10  min of centrifugation at  13,000g at 4  °C. 
Nuclear extracts (NE) from growing or from 5-day serum starved NIH/3T3 fibroblasts were 
prepared  as  described  previously  (Lahiri  and  Ge,  2000).  The  protein  concentration  was 
determined  at  595  nm  using  the  Bio-Rad  protein  assay  reagent  (Bio-Rad  Laboratories, 
Hercules, CA). 
2.5.3 Electrophoretic mobility shift assays (EMSA) 
Sense oligonucleotides (50 ng) were 5'-end-labeled with T4 polynucleotide kinase and (y-
32P) ATP and annealed  with 200  ng of the  complementary  oligonucleotide resulting  in  a 
double-stranded sequence with SREI-EBS-GRE elements found in the apoD promoter and 33 
shown  in  Table  2.1.  Nuclear extracts were added to  0.8  ng of the  labeled  double-stranded 
oligonucleotide and after 20 min incubation at room temperature, the mixture was  run  on a 
6% acrylaminde, non-denaturating gel in 0.5x TBE. The dried gels were autoradiographed on 
Kodak X-Omat films (Perkin Elmer, Rochester, NY). For competition assays, a 25- and  50-
fold excess of cold double-stranded specifie and unrelated (UNR) oligonucleotide, shown in 
Table 2.1, was incubated with the nuclear ex tracts be fore addition of labeled oligonucleotide. 
For  supershift  assays,  20  and  50  )..lg  of nuclear  extracts  were  incubated  with  specifie 
antibodies  against  HnRNP-U  (Santa  Cruz  Biotechnology,  Santa  Cruz,  CA)  and  Parp-1 
(Chemicon, Temecula, CA). 
2.5.4 Affinity purification of  nuclear factors 
The biotiny  lated oligonucleotides corresponded to  the region - 514 to -4  7  5 of the  apoD 
promoter (SREl-EBS-GRE) or carried mutations on the cis elements; SREl and EBS-GRE. 
As  negative control, the IRU5Cas sequence from the Cas-Br-E retrovirus was used (Table 
2.1 ).  Streptavidin  beads  (500  )..lg;  Dynabeads  M-280  Strepavidin,  Dynal  Biotech,  Oslo, 
Norway) were resuspended and incubated with 1500 pmoles of biotinylated oligonucleotides 
for  15  min in the buffer W&B (lx) (10 mM ofTris-HCl, pH 7.5,  1 M ofNaCl and 1 mM of 
EDTA) as  recommended  by  the  manufacturer.  The  washing steps  were  done  in  the  same 
buffer and the beads linked with the biotinylated oligonucleotides were incubated for 15  min 
at room temperature with 500 llg of  nuclear ex  tracts containing 20 Ill of annealing buffer 1  Ox 
(50 mM ofTris-HCl, pH 7.5,  1 M ofNaCl, 100 mM ofMgCh, 0.2 mM ofEDTA and 1 mM 
of DTT), 1 mg of BSA and 20 llg of Polydi:dC in  a final  volume of 200  Ill.  The beads were 
washed with  a  low  salt washing buffer (20  mM  Tris- HCl, pH  8.0, 0.05% NP-40,  1 mM 
EDTA and 75  mM KCl) and eluted with 30 Ill of SDS 0.1  %.  The proteins were loaded on a 
SDS-PAGE (12%)  and  migrated  at  100  V  for  1 h  followed  by  silver  nitrate  staining  or 
western blot analysis. For the silver nitrate gel, bands of interest were excised and analyzed 
by mass  spectrometly (LC-MS/MS)  at  the  Genome Québec Innovation Centre Proteomics 
Platform (Montreal, Qc, Canada) for protein identification. 34 
2.5.5 Western blot 
Protein extracts were eluted from the streptavidin-oligo complex, heated for 10 min at 70 
o c and loaded onto a 12% SDS-polyacrylamide gel. The gel was subjected to electrophoresis 
for 1 hat 100 V and then transferred by electroblotting to a polyvinylidene difluoride (PVDF, 
Millipore, Bedford, MA) membrane for 45  min at 300 mA. Membranes were blocked for 1 h 
at room temperature with blocking buffer (PBS containing 0.2% Tween 20 and 5% skim milk 
powder) and incubated overnight at 4 o c with anti-mouse Parp-1 (1 :1000), anti-mouse BUB-
3  (1:1000;  BD  Transduction  Laboratories,  Mississauga,  Ontario),  anti-mouse  APEX-1 
(1: 1  000;  Santa  Cruz  Biotechnology),  anti-rabbit  Kif4  (1 :500;  Imegenex  CEDERLANE 
Laboratories,  Hornby,  Ontario),  anti-rabbit  ERKl/2  (1:1000;  Cell  Signaling  Tecbnology, 
Danver,  MA)  or  anti-rabbit  phospho-ERKl/2  (1: 1000;  Cell  Signaling  Tecbnology) 
polyclonal antibodies in the blocking buffer. Subsequently, the blots were incubated at room 
temperature with  a  secondat-y  horseradish peroxidase conjugated anti-mouse  or anti-rabbit 
antibody (1 :5000; GE Healthcare Bio-Sciences, Little Chalfont, UK) in the blocking buffer. 
The blots  were developed using the  enhanced chemiluminescence method with Kodak X-
Omat films (Perkin Elmer) with X-ray film. 
2.5.6 Serni-quantitative RT-PCR and siRNA transfections 
Total  RNA  was  isolated  from  cells  using  RNeasy  Mini  Kit  (Qiagen,  Mississauga, 
Ontario). RNA was reverse-transcribed using Omniscript Reverse Transcription Kit (Qiagen) 
according to the manufacturer's instructions. The reverse transcriptase products (20 ng) were 
used  for  amplification  of apoD,  HnRNP-U,  Parp-1,  BUB-3,  Kif4,  Ifi204,  APEX-1  or 
GAPDH genes using specifie primers shown in  Table 2.2. The ratio  obtained from sparse 
cultures  at  day  0  (DO)  was  given  an  arbitraty  value  of one.  Ali  reactions  were  done  in 
triplicate. For the siRNA experiments, only 5 ng of the reverse transcriptase products were 
used. Two pre-designed siRNA were used per gene: (HRNPU: Mm_Hnrpu_1 HP siRNA or 
Mm_Hnrpu_5  HP  siRNA;  Parp-1:  Mm_Parp1_3  HP siRNA or Mm_Parp1_  4  HP siRNA; 
Qiagen) and negative controls siRNAs  (Allstar negative control, Qiagen) were included in 
each experiment. All transfections were done twice in triplicate. 35 
2.5. 7 Luciferase assays 
The  eDNA  of  Pat-p-l,  HnRNP-U,  Ifi204,  BUB-3  and  APEX-1  were  cloned  in 
pcDNA3.1A  expression vector (Invitrogen, Burlington, Ontario).  Mutants  of APEX-1  and 
Pat-p-l  were created by PCR directed mutagenesis using specifie primers listed in Table 2.2. 
The mutants of APEX-1  were named C64AIC92A,  K5R/K7R,  D218A and Parp-1  lacking its 
catalytic domain: del-Pmp-1. The mutated eDNA were cloned in pcDNA 3.1A in fusion with 
mye tag. Each plasrnid was  transiently co-transfected in NIH/3T3  cells  in the  presence of 
Polyfect (Qiagen) as  recommended by the manufacturer, with a vector containing the apoD 
promoter upstream of the  luciferase rep01ter gene (- 558/-4-apoD-Luc). Twenty-four hours 
later, cells  were  rinsed  twice with phosphate-buffered saline and maintained  in  a medium 
supplemented with 10 or 0.5% semm. Transfected cells were lysed 48  h later and luciferase 
activity  was  measured  with  the  Dynex  MLX  microplate  luminometer  (MLX  Dynex 
Technologies, Chantilly, VA) as already described (Do Carmo et al., 2002). Each sample was 
co-transfected  with  the  ~-gal-expressing vector  for  normalization  (pRSV~-GAL) .  The  ~­
galactosidase  activity  was  measured  using  the  Galacto-Light™  kit  (Applied  Biosystems, 
Bedford,  MS)  according to  manufacturer's  suggestions. Luciferase  activity  is  presented  in 
Relative Light Units  (RLU)  and  represents  the  calculated mean  ±  SD  of nine  transfected 
samples n01malized by the measured ~-galactosidase activity. 
2.5.8 Statistical analysis 
Statistical significance of the experiments was evaluated using an unpaired Student's t-test. 
Results were considered statistically significant at P < 0.05. 36 
2.6 RESULTS 
2.6.1 Purification and identification of nuclear factors binding the apoD promoter 
To  isolate  the  nuclear factors  that bind  to  the  apoD  promoter,  nuclear  extracts  from 
NIH/3T3  cells cultured under normal (10% serum;  NE+) and  serum-starved (0.5%  serum; 
NE-) conditions were incubated with a biotinylated oligonucleotide linked  to  streptavidin 
beads. This oligonucleotide contained the SRE1  with a CArG-Box core, as  well  as  the EBS 
and  the  GRE  sites of the  apoD promoter, shown in  Table 2.1  and  named  SRE1-EBS-GRE 
herein. The proteins were eluted from the stretpavidin-oligo complex and visualized by SOS-
PAGE and silver staining (Fig. 2.1A). Bands were selected for  mass  spectrometry analysis 
based  on  their  stronger  intensity  in  NE  (NE+,  NE- )  compared  to  those  obtained  from 
streptavidin beads  without biotinylated oligonucleotide used as  negative controls  (CTRL+, 
CTRL- ).  The corresponding bands in the negative controls were also analyzed  in  order to 
eliminate false-negatives. Several nuclear proteins were identified by conelating the mass of 
their tryptic peptides with the theorie values found  in  NCBinr database through the Mascot 
server (www.matrixscience.com) and listed in Fig. 2.1B. 
Pive  of these  proteins  were  known  to  interact  directly  or  indirectly  with  regulat01y 
elements  in  the  promoter  of several  genes  and  to  modulate  their  expression,  notably, 
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (HnRNP)-U (Gao et al.,  2005) and HnRNP-A/B 
also known as CArG-box Binding Factor A (CBF-A) (Kamada and Miwa, 1992; Mikheev et 
al.,  2000),  Poly(ADP-ribose)  polymerase-1  (Parp-1)  (KI·aus,  2008),  lnter:feron-inducible 
protein 204 (lfi204) (Liu et al., 2005) and Apurinic/Apyrùnidinic Endonuclease-1  (APEX-1) 
(Bhakat  et  al.,  2003;  Izumi  et al.,  1996). Kinesin family  member 4  (Kif4)  and  Budding 
Uninhibited by Benzimidazole (BUB)-3 were also considered because of tbeir role in  cellular 
proliferation and their interaction with Parp-1  (Midorikawa et al., 2006; Saxena et al., 2002). 
As  shown  in  Fig. 2.1A,  CBF-A,  BUB-3  and  APEX-1  were  purified  in  both  normal  and 
growth anest conditions.  In growth conditions, the two known isoforms of CBF-A (p37  & 
p42) (Dean et al., 2002) were co-purified (lane 1; bands 5 and 7) in contrast to growth anest 
conditions  where  only  the  p42  isoform  was  purified  (lane  3;  band  6).  HnRNP-U,  Pm-p-l 37 
(band 2),  Ifi204 (band 3),  Septin 9 and Kinesin family member Cl (KifCl)  (band 4) were 
exclusively present in growth arrest conditions white Kif4 (band 1)  only in nonnal growth 
conditions.  Several other band differences were observed but the protein concentration was 
under the mass spectrometry limit of detection. 
2.6.2 PARP-1, HnRNP-U, Kif4, BUB-3 and APEX1 bind to the apoD promoter in vitro 
In order to confi1m the binding specificity of the selected proteins on the apoD promoter, 
we  performed  an  electrophoretic  mobility  supershift  assay  (EMSA)  using  commercially 
available antibodies against these proteins. The same oligonucleotide as  that used above for 
the biotin-streptavidin purification (Table 2.1)  was radiolabeled and incubated with nuclear 
extracts  from  serum-starved NIH/3T3  cells.  As  shawn in  Fig. 2.2A,  we  observed  severa1 
protein-DNA  complexes  (CTRL+)  compared  to  the  negative  control  (CTRL- ).  In  the 
presence of an  antibody directed against HnRNP-U,  the  complex corresponding to  band II 
disappeared  (indicated  with  an asterisk). Competition assay  using  cold  (SRE1-EBS-GRE) 
and unrelated (UNR) oligonucleotides in 25 and 50 molar excess demonstrated the specificity 
of formed complexes.  In contrast, for Parp-1, 50  11g of nuclear ex  tract were required in arder 
to  detect the  supershift.  Four bands could be detected but the two major (bands II  and III) 
disappeared  in  favor  of a  supershifted  band  (Fig. 2.2A,  arrow).  Although,  the  binding 
specificity of these complexes was not verified in  this experiment with cold oligonucleotide 
excess, the intensity of band IV was increased in the presence of 0.25  11g of Parp-1 specifie 
an ti bodies and reduced progressively with increasing amounts of an  ti bodies (0.5 to 2 11g). 
The antibodies directed against Kif4, BUB-3 and APEX-1  failed to  supershift the DNA-
complexes  observed  (data  not shown).  However,  in  a  pull-dawn assay  using  biotinylated 
oligonucleotides containing regulatory consensus sequences that were either intact or mutated 
or deleted (Table 2.1), we observed by western blot that Kif4 was preferentially bound to the 
SRE1  in growth conditions (Fig. 2.2B). In growth arrest conditions, BUB-3 did not bind the 
SRE1-mEBS-mGRE but was specifically bound to the mSRE1-EBS-GRE and the EBS-GRE 
where  the  SRE1  had  been mutated  or deleted, respectively.  APEX-1 could bind bath  the 
SRE1-mEBS-mGRE and the mSRE1-EBS-GRE but not the EBS-GRE. ------------------ - ------ ----------------- --- ---------- ----------------
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2.6.3 mRNA expression of  nuclear factors in growth-arrested NIH/3T3 cells 
We next analyzed the mRNA expression of these nuclear factors in NIH/3T3  fibroblasts 
to  determine  if they  were also modulated by growth arrest as  the  apoD  gene.  Cells were 
collected in  growth conditions and at different times after serum deprivation. Using specifie 
primers  for  the  different genes  (Table 2.2),  their  expression  level  was  analyzed  by  semi-
quantitative RT-PCR and normalized to that of GAPDH gene expression. As expected, apoD 
mRNA  expression  was  significantly  induced  in  serum  starvation  conditions  (Fig. 2.3). 
Expression levels ofParp-1 were also induced by 2.1-fold after 1 day of serum starvation and 
reached a peak at day 2 with a 3-fold induction to finally decrease until day 5. This induction 
was even stronger by Northem analysis (up to 9 fold at day 2). Ifi204 and APEX-1 we1:e also 
induced after 2 days of serum starvation by respectively 2.8  and 1.8  fold.  In contrast, Kif4 
mRNA expression was  downregulated after 2 days of serum starvation which is  consistent 
with  the  fact  that  Kif4  was  only  detected  on  the  apoD  promoter  in  growth  conditions 
(Fig. 2.1A). In addition, HnRNP-U and BUB-3 were not modulated under serum starvation 
and seem ubiquitous. 
2.6.4 Transactivation of  the apoD promoter 
To detennine if these nuclear proteins are directly involved in the modulation of apoD 
gene expression, the corresponding cDNAs cloned in expression vectors were transiently co-
transfected in  NIH/3T3  cells with a construct containing the apoD promoter upstream of the 
luciferase  repo11er  gene  (- 558/-4-apoD-Luc)  and  with  pRSV~GAL vector.  The  luciferase 
activity was  analyzed in  normal and  serum-starved conditions. In  growth conditions  (1 0% 
serum; Fig. 2.4A:  white bars), none of the proteins tested bad an  effect on apoD  promoter 
activity compared to the control (empty vector).  However,  after 2 days of serum starvation 
(0.5% serum; grey bars), Parp-1, HnRNP-U, APEX-1  and Ifi204 significantly activated the 
apoD promoter. In contrast, BUB-3 did not transactivate the apoD promoter. 
To confirm these results, we created specifie mutations on APEX-1 gene on cysteines 64 
and  92  which  were  replaced  by  alanine  (C64AIC92A). These  cysteines  are  known  to  be 
implicated in  the redox activity of APEX-1  which  modifies  and  modulates the  activity of 39 
severa!  transcription  factors  (Fritz  et al.,  2003).  Lysines  6  and  7,  located  in  the  nuclear 
localization  signal  motif (NLS)  and  known  to  be  acetylated  by  p300  were  replaced  by 
arginine (K6R/K7R).  This double mutation abrogates the redox activity of APEX-1  without 
affecting its  nuclear localization (Jackson et al.,  2005).  Finally,  aspartic acid  218  which is 
known  to  be  important for  the  endouclease and DNA-binding activities  (Fritz,  2000)  was 
replaced  by  alanine  (D218A).  As  shown  in  Fig. 2.4A,  ali  these  mutants  were  unable  to 
transactivate the apoD  promoter in growth anest conditions  in  contrast with  the  wild type 
APEX-1.  Interestingly,  mutants  C64AIC92A  and  K6R/K7R  induced  the  proliferation  of 
NIH/3T3 cells cultured in condition of  serum starvation compare to the wild-type APEX-1 or 
the control (CTRL-; empty vector) where the cells were maintained in a growth arrest state 
(Supplementa1 Fig.  2.1 ).  In addition, the Parp-1 deletion mutant lac king its catalytic domain 
(  del-Parp-1) could no longer transactivate the apoD promo ter indicating the importance of the 
catalytic function in the apoD promoter regulation. Furthermore, we tested the role of Parp-1 
and HnRNP-U on the apoD expression using a siRNA approach. The pre-designed siRNAs 
used to block either HnRNP-U or Parp-1  inhibited their target gene expression by more than 
80% up  to  4 days  under growth anest (grey bars; Fig. 4B) and  efficiently and  specifically 
b1ocked apoD expression (grey bars; Fig. 2.4C). 
2.6.5 Effect ofParp-1 and MEKl/2 inhibitors on the apoD gene expression 
To further investigate the role played by the catalytic activity of Parp-1  in  the regulation 
of the  apoD  promoter  during  growth  arrest,  we  used  3-Amjno-Benzamide  (3-ABA),  a 
specifie  inhibitor  of Parp-1.  This  inhibitor  blacks  the  binding  of NAD+ to  the  catalytic 
domain  of Parp-1.  This binding is  crucial  for  the  transfer of ADP-ribose unit  on  nuclear 
proteins  mediated  by  Parp-1  (Griffin  et al.,  1995).  As  expected,  the  inhibition of Patp-1 
catalytic activity with 3-ABA at 10 mM completely abolished the stimulating effect ofParp-1 
on the apoD gene expression in growth-anested cells (Fig. 2.5A). This result was consistent 
with those  obtained with  the  deletiona1  mutant del-Parp-1  transfection experiment and the 
siRNA assay (Fig. 2.4A and C). 40 
Furthennore, considering the important role played by the MEK/ERK pathway in cellular 
proliferation and  differentiation  as  well as  the  interplay  between  ERK and  Parp-1, which 
modulates  their  respective  catalytic  activity  (Cohen-Armon,  2007;  Cohen-Armon  et  al., 
2007), we also  analyzed the effect of a MEKl/2 inhibitor (U0126  at  10  !lM)  on the apoD 
gene  regulation.  Interestingly,  the  inhibition  of MEKl/2,  which  phosph01ylate  ERKl/2, 
significantly reduced the apoD gene  expression under growth arrest conditions (Fig. 2.5B). 
Complete  inhibition  of ERKl/2 phosphorylation  in  presence  of U0126  was  verified  by 
western  blot  analysis  (results  not  shown).  Consistent  with  this  result,  upregulation  of 
phosphmylated  ERKl/2  was  detected  as  early  as  5  min  after  serum  starvation  without 
inhibitor, reached a peak at 15 min and decreased after 30 min (Fig. 2.5C). Surprisingly, at 24 
h post serum starvation, ERKl/2 were  again phosph01ylated. Moreover, in  the presence of 
Parp-1 inhibitor, activation of ERK2, but not ERK1, is maintained after 15  min for up to 2 h 
(Fig. 2.5D). Subsequently, ERK2 phosphorylation was  completely inhibited after 2 h in the 
presence of  Parp-1 inhibitor which is consistent with the apoD gene downregulation observed 
in Fig. 2.5A and B. 41 
2.7 DISCUSSION 
The apoD  promoter was previously characterized and its  complexity  is  reflected by the 
numerous cis  elements located within its promoter (Do Carmo et al.,  2002; Lambert et al., 
1993). U sing a biotinylated oligonucleotide containing the SRE 1, EBS and GRE elements of 
the  apoD  promoter, we  were  able to purity and  identify  several nuclear proteins  by mass 
spectrometry  analysis.  Among  these  proteins,  HnRNP-U  and  CBF-A  (Fig.  2.1A),  which 
belong to  the  Heterogeneous  nuclear ribonucleo-protein family, are  also  known  to  interact 
with  elements  in the  promoter of several  genes  and  to  regulate  their  expression.  lndeed, 
HnRNP-U is known as  a transcriptional activator of Kruppel-like factor 2 gene (Ahmad and 
Lingrel,  2005)  and  of Osteopontine  gene  expression,  which  is  also  modulated  by  CBF-A 
(Gao  et  al.,  2005).  CBF-A  is  also  involved  in  the  regulation  of  the  Ha-ras  gene 
/ 
expression (Mikheev et al., 2000). The mRNA binding ability of these two proteins led us  to 
speculate that they could be recruited at the promoter level and play a role in  both the apoD 
mRNA expression and processing, in this context of growth anest. AU these different crucial 
roles  of HnRNP-U  may  explain  its  ubiquitous  gene  expression profile  in  growth-arrested 
NIH/3T3 cells (Fig. 2.3). Binding of HnRNP-U to the promoter was further demonstrated by 
EMSA (Fig. 2.2A).  The addition of HnRNP-U antibodies specifically reduced  the complex 
intensity.  This  interaction  with  the  SRE1-EBS-GRE,  whether  direct  or  indirect,  is  in 
agreement with previous reports showing that HnRNP-U can play a role  in  gene regulation 
via its  interaction with the  GRE site  located  in the  promoter of the  tryptophan  oxygenase 
gene  (Kaneoka et al.,  2009) and therefore  suggests  that HnRNP-U might  interact with  the 
apoD promoter through the GRE binding site. 
Parp-1  is an abundant nuclear protein with a poly(ADP-ribosyl)-ation catalytic activity 
which  uses  NAD+ as  substrate  to  modity  several  nuclear  proteins,  such  as  transcription 
factors thus affecting their functions (D'Amours et al., 1999; Kraus, 2008). Although, several 
studies have shown its implications in DNA repair pathways, its DNA-binding and catalytic 
activities are also implicated in transcription regulation (D'Amours et al., 1999; Kraus, 2008). 
Despite  the  fact  that  Parp-1  is  reported  as  a  ubiquitous  protein,  we  found  that  its  gene - -------------------------------------------------------------------------------------------
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expression is up-regulated in growth-arrested NIH/3T3 cells and we clearly demonstrated its 
binding to  the apoD promoter, highlighting its importance in this stress condition. We were 
able to  obtain a supershift by EMSA upon addition of a specifie antibody coupled with the 
disappearance with the major bands II and III. Bands I and IV were very faint and detectable 
only when 50  f.lg of ex tracts were used. Both bands appeared more abundant in growth arrest 
conditions  and  seem specifie  since  they disappeared in  the  presence  of Parp-1  antibodies 
(Fig. 2.2A). 
In agreement with our results, Parp-1 can be activated by its binding to conformational or 
non-B DNA structures such as cruciforms or hairpins (Lonskaya et al., 2005; Sastry and Kun, 
1990). More importantly, cruciforms can be formed within a sequence that contains inverted 
repeats with the appearance of  duplex arms. The SRE was already repmied to be able to form 
cmciforms  which  resemble. the  Holliday  junction  (Bacolla  and  Wells,  2004).  Moreover, 
several  studies  demonstrated  the  interaction  of Pat-p-l  with  DNA  in  a  sequence-specifie 
manner. Tapia-Paez and collaborators (Tapia-Paez et al., 2008) reported the binding of Parp-
1 to  a SRE-CArG-like element.  Parp-1  was  also  shown  to  bind  a recently  named Parp-1-
binding element (PBE) (Okada et al., 2008) whose consensus sequence resembles  that of the 
GRE. 
We were not able to  confirm binding by EMSA for the other selected proteins for which 
specifie antibodies were commercially available most likely because the recognized epitope 
is hidden in the protein native form. However, using the biotin pull-down approach followed 
by western blot analysis, we confirmed that these proteins effectively bind the region of the 
promoter containing the SREl, EBS and GRE sites (Fig. 2.2B). Obviously, BUB-3 does not 
recognize  the  SREl since the protein still  binds  an  oligo lacking the  SREl or an  oligo  in 
which  the  SREl  was  mutated. It is  worth mentioning that,  by mutating the EBS,  we  also 
mutated the GRE as  well as the SREl because these sites are superimposed (see Table 2.1). 
Moreover,  BUB-3  did  not  modulate  the  apoD  promoter  (Fig. 4A)  and  the  gene  was  not 
activated under growth arrest (Fig. 2.3). 43 
Based on  our results,  Kif4  binds  the  SREl most probably  through  its  CArG-box core 
since it only binds the intact SREl (Fig.  2.2B) and as already mentioned above, most of the 
mutated EBS consensus sequence is included within the inverted repeat of the SREl. Kif4 is 
a  member  of  the  kinesin  superfamily  of  proteins  known  to  transport  cargos  of 
macromolecules  along  the  microtubules  of cells,  such  as  membrane  organelles,  protein 
complexes and 1nRNAs (Hirokawa and Takemura, 2005; Midorikawa et al., 2006). The Kif4 
nuclear  localization  was  shown to  be regulated  by  its  interaction  with  Parp-1 in juvenile 
neurons. In addition, Kif4 can repress Parp-1  enzymatic activity in the nucleus of NIH/3T3 
cells in normal culture conditions (Midorikawa et al., 2006). Thus, the apoD gene expression 
could be modulated by the interaction of the se two pro  teins. In our study, Parp-1  could not be 
purified in  normal growth conditions suggesting that the possible interaction of Parp-1  and 
Kif4 in NIH/3T3 cells, reported by Midorikawa and collaborators (2006), may inhibit Parp-1 
binding on the apoD promoter. Therefore,  the presence of Parp-1  on the apoD  promoter in 
growth  arrest  conditions  may  be  favored  by  both  the  down- and  upregulation  in  gene 
expression of Kif4 and Parp-1, respectively (Fig. 2.3). 
In contrast, APEX-1 binds the promoter but binding persists despite the mutations of each 
consensus  sequence (Fig. 2.2B).  However,  the deletion of the SRE1  abolished the binding. 
This implies that APEX-1  probably binds the apoD  promoter through a greater affinity  for 
the  mutated sequences  or through the interaction with  other proteins,  su  ch  as  Pm·p-1, th at 
bind either the SRE1  or the EBS-GRE sites.  APEX-1 is a multifunctional protein implicated 
in  DNA  repair  through  the  base-excision  repair  (BER)  pathway,  where  Parp-1 was  also 
shown  to  be  involved  but  more  importantly,  APEX-1  is  well  known  for  its  role  in 
transcription regulation through  a  redox  activity.  Indeed,  the redox activity of APEl  was 
shown to modify and activate several stress-inducible transcription factors such as AP-l, NF-
KB, p53, Egr-1, CREB, ATF and HIF-la (Fritz et al., 2003;  Tell  et al., 2009). The fact that 
APEX  -1  gene expression was found induced in growth arrest conditions may also indicate its 
importance in such stress conditions (Fig. 2.1B). Also, APEX-1 was shown to be induced in 
several  stresses  such  as  oxidative  conditions,  cancers  (Fritz  et  al.,  2003)  and  several 
neurodegenerative  disorders  (Tell et  al.,  2009).  It is  interesting  to  note  that  such  stresses 44 
including H20 2 and UV indu  ce apoD gene expression as well as the catalytic activity of  Parp-
1 (Do  Canno et al.,  2008;  Do Carmo et al.,  2007;  Ganfornina et al.,  2008).  Therefore,  it 
would  be  of interest  to  investigate  if Parp-1  and  APEX  -1  also  modulate  the  apoD  gene 
expression under these conditions and will definitely clarify the mechanism of regulation of 
the gene. Indeed, apoD is  considered as  a stress protein, and we demonstrated that it plays a 
protective  effect  for  neurons  of mice  treated  with  paraquat  (Ganfornina  et  al.,  2008).  A 
similar protection against oxidative stress was observed in Drosophila and plants (Charron et 
al., 2008; Ganfornina et al., 2008). Protection was also observed in mice infected with OC43, 
a  coronavims  that  induces  brain  inflatmnation  and  neurodegeneration  (Do  Carmo  et  al., 
2008). 
Ifi204  is  a 72-kDa phosphoprotein and a member of the interferon-inducible p200 (Ifi-
200) family ofproteins induced by interferons (IFNs) (Asefa et al., 2004). Due to the lack of 
specifie  antibodies  against Ifi204,  it  was  not  possible  to  confirm  its  binding  to  the  apoD 
promoter by EMSA.  However,  the protein  was  clearly identified  with  a  high  score  in  the 
streptavidine  beads  technique  in  extracts  from  growth  arrest conditions  (Fig. 2.1B). More 
importantly, Ifi204 expression was induced under serum starvation (Fig. 2.3).  These results 
are  consistent with the known interaction of Ifi204 and  the  Retinoblastoma protein (pRb) 
which both inhibit proliferation. Also, mutations in  Ifi204 confer malignant transformation 
properties in NIH/3T3 cells (Asefa et al., 2004; De Andrea et al., 2002). 
In the transactivation assay, we showed that Pa1-p-l, HnRNP-U, APEX-1 and Ifi204 had a 
positive  effect  on  the  apoD  promoter  in  growth  arrest  conditions  only  (Fig. 2.4A).  The 
positive  effect of Parp-1  and HnRNP-U was  also  confirmed  by  the  knock down  of their 
expression with specifie siRNA. Their inhibition totally abolished the  apoD gene induction 
under  serum  starvation  conditions  (Fig. 2.4C).  Moreover,  we  fmther  demonstrated  the 
importance  of Parp-1  and  APEX  -1 catalytic  activities  in  the  induction  of  apoD  gene 
expression  in  growth-arrested cells.  These results  were  observed either by deleting the C-
terminal portion containing the catalytic domain of Parp-1 (Fig. 2.4A)  or by  inhibiting its 
catalytic activity with a specifie inhibitor 3-ABA (Fig. 2.5A).  For APEX-1,  both its  redox 45 
and  DNA-binding  activities  were  necessaty  to  transactivate  the  apoD  promoter  and  we 
demonstrate  a  link  between  APEX  -1  redox  activity  and  the  cell  cycle  regulation  sin  ce 
inhibition  of  APEX  -1  activity  promotes  cell  proliferation  un  der  serum  starvation 
(Supplemental Fig. 2.1 ).  This is  consistent with the strong relation between the redox cycle 
and cell cycle regulation (Menon and Goswami, 2007; Sarsour et al., 2009). 
We  also  found that the  inhibition of MEKl/2 blocks  apoD  gene induction  by  growth-
anest after 2 days showing the importance of this  pathway in  the regulation of apoD gene 
expression. This is surprising since ERKl/2 activation is essential for cell cycle progression 
from  G 1- to  S-phase  by  downregulating  severa!  antiproliferative  genes  (Me loche  and 
Pouyssegur, 2007; Yamamoto et al.,  2006).  However, ERK1, but not ERK2, expression  in 
fibroblasts inhibits oncogenic Ras-mediated proliferation, colony formation as  well as  tumor 
production in  nude mice (Vantaggiato et al.,  2006).  More importantly,  the  B-Raf isoforms 
can  induce  cell-cycle  arrest in  NIH/3T3  cells  (McCubrey  et  al.,  2007). In  this  study,  we 
showed  biphasic  ERKl/2 activation  in  time  in  growth-arrested  NIH/3T3  cells,  reaching a 
peak at 15 min, decreasing after 30 min and activated again 24 h later (Fig 2.5C). In addition, 
ERK2 remains phosphmylated for up to 2 h in the presence of Parp-1 inhibitor which blocks 
apoD  expression  (Fig. 2.5D).  This  result  implies  that  ERKl/2 activation  is  necessary  for 
apoD gene induction. This regulation ofERKl/2 phosphmylation in growth arrest conditions 
could  be  mediated  by  Parp-1  activity.  Further  investigations  are  necessary  to  verify  if 
ERKl/2  are  effectively  ADP-(ribosyl)ated  in  stress  conditions  and  also  to  determine  if 
ERKl/2 kinase activity is directly involved in the regulation of the nuclear factors identified 
herein. 
In conclusion, we  identified severa! proteins  that  bind the apoD  promoter through the 
SREl, EBS and GRE elements and regulate its gene expression in growth anest conditions. 
Our results also highlight the implication of the MEK/ERK pathway in the apoD regulation, 
itself modulated by Parp-1  catalytic activity. They demonstrate a central role played by Parp-
1 and APEX  -1, both through their binding to the apoD promoter and their catalytic activity 
during this process. 46 
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Table 2.1.  Oligonucleotides used  for  the binding assay in  EMSA and  the streptavidin-
biotin Technique. 
Oligonucleotide  Biotinylated Sequence (sens) 
SREl-EBS-GRE  5 ' :7ATTACCTGACTCCATTAGTGGAGTCAGGAACTCCATGTTCT- 3 ' 
Consensus SRE 
Consensus  CArG-box 
Consensus  EBS 
Consensus  GRE 
4 
Ill 
mSREl-EBS-GRE  5 ' - ATTA  tCaagCTCacATTAGTt  tAGTCAGGAACTCCATGTTCT- 3 ' 
EBS-GRE  5'-AGTCAGGAACTCCATGTTCT-3 ' 
UNR (unrelated sequence)  5 ' "TGlCAAACAGGATATCTGTAATAAGCAG-3' 
IRU5Cas  5 ' - CGCCTCGGGGGTCTTCATT-3 ' 
*Lower case letters, mutated nucleotides. 48 
Table 2.2. Primers used for gene expression analysis by RT-PCR and mutagenesis. 
Gene.  Prirners  sequence  forward  Pri rners  sequence  reverse 








'', 5 i - CCACCGGCACCC.TAC::TGGATC- 3 ' 
~,,.:  '  -;-:-;//:•.- ,.:)  5' -CGGGCAGTTCGCTTGTTGATCTGT-3 ' 
5'-GAAGAAGAAGACGAACACTTCGA- 3'  5' -AAAATTTCGCTTCTTACGGGCAG- 3' 
5'-ATGGCGGAGGCCTCGGAG- AG- 3'  5' -TCTGGATCCACCATCTTCTTGGACAG-3 ' 
5'-ATGACCGGTTCGAACGAATTCAA-3 '  5'-TTACGTGGACTTGGGCTTTGTTT- 3' 
5'-ATGAAAGAAGAGGTGAAGGGGA- 3'  5' -GTAGCTTTCTCACGAGATGAAC-3 ' 
5'-ATGGTGAATGAATACAAGAGAATTG- 3'  5' -TCCAGTGATGTTTCTCCTCTTA- 3' 
5'-ATGCCAAAGCGGGGAAAGAAAG- 3 ' 
5'-GGTGAAGGTCGGTGTGAACGG- 3' 
5' -CAACGCTGTCGGTATTCCAG- 3' 
5'-ATGGGGGCATCGGCAGAAGG- 3' 





5'-GTTAAGCTTGCAGCACGAGAAGGAGGATGGC- 3'  (forward) 
CAGCAGCCTCCGGTCTAGAAAGCTGCA- 3'  (reverse) 
5'-GTTAAGCTTGGGCTTTCGTCACAGCGATGCC-3 '  (forward) 
5'-GCTTTCTAGACAGTGCTAGGTAAAGGGTGATG- 3'  (revers e ) 
5'-CCACACTCAAGATAgcCTCCTGGAATGTGG- 3' 
5'-ACCAGATATCTTGgcCCTCCAACACACCAA- 3' 
5'  - GTTAAG,Ç, 'ft;Sii ,G~ct:;TTCGTCACAGCGATGCCAAAGCGGGGAAgGAgA -3' 
5 '-ATGAA~:~±TdcCCTCCGTAACCCCAAAG-3 ' 
*, amino acid mutated in APEX-1 gene;  lower case letters bold, mutated nucleotide;  upper case bold, 
restriction endonuclease site (forward, Hindiii; reverse, Xbal). 49 
2.9 FIGURE LEGENDS 
Figure 2.1. Purification of nuclear proteins binding to  the SRE1-EBS-GRE elements of 
the human apoD  promoter. (A) Nuclear extracts from normal growth (10%  serum:  +) or 
growth  arrest  (0.5%  serum:  - )  conditions  were  incubated  with  either  the  biotinylated 
oligonucleotide bound to  streptavidin beads (NE) or streptavidin beads alone (CTRL).  The 
bound proteins were eluted and  analyzed by  SDS-PAGE and silver staining. The numbers 
and  arrows  on the  gel  indicate  the  excised bands.  (B)  Mass-spectrometry analysis  of the 
eluted bands. Nuclear factors were identified by mass spech·ometry (LC-MSMS) after tryptic 
digestion. STD: Standard molecular weight in kDa; this experiment was done in duplicate. 
Figure  2.2.  Binding  of HnRNP-U,  PARP-1,  Kif4,  BUB-3  and  APEX-1  to  the  apoD 
promoter. (A) Nuclear extracts from 5-day serum-starved NIH/3T3 mouse fibroblasts were 
used in electrophoretic mobility assay with double stranded oligonucleotides containing the 
SRE1-EBS-GRE of the apoD promoter. 20  11g  (HnRNP-U) and 50  11g  (Parp-1)  of nuclear 
extracts were incubated in the presence of 0.8 ng of  radiolabeled probe and different amounts 
of specifie antibodies. Unlabeled competitor nucleotides were added at 25- and 50-fold molar 
excess.  UNR:  (unrelated)  non-specifie  competitor;  NE:  nuclear  extracts;  (+):  growth 
condition; (- ):  growth arrest condition; CTRL: negative control (probe only); Abs: specifie 
antibodies. The asterisks represent the disappearance of the DNA-complex and the arrow the 
supershifted DNA- protein complex. Representative of three similar experiments. (B) Biotin 
pull-down assay using different probes in which sequence of specifie regulatory element was 
mutated  or deleted  as  indicated  (Table 2.1).  The  eluted  proteins  were  then  analyzed  by 
westem blot using specifie antibodies against Kif4, BUB-3 and APEX-1. Sequence from the 
IRU5Cas LTR of Cas-Br-E retrovirus was used as negative control. 
Figure 2.3. Analysis of mRNA expression of nuclear factors in NIH/3T3 growth arrested 
cells. Semi-quantitative RT-PCR using specifie primers  for the indicated genes (Table 2.2). 
The expression of each gene tested was normalized by  GAPDH expression.  (N =  3, *  P  < 
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). An example of one Northem analysis is presented for Parp-
1. 50 
Figure 2.4.  ApoD  mRNA induction  in  growth-arrested cells  and  siRNA analysis.  (A) 
NIH/3T3  cells  were  co-transfected  with  vectors  containing  a  luciferase  reporter construct 
under the 5'-flanking region (- 558/-4) of the apoD promoter gene, the cDNAs corresponding 
to the identified proteins or APEX-1 eDNA carrying mutations (C64A/C92A, K5R/K7R and 
D218A) and the plasmid pRSV~GAL. After transfection, cells were cultured in  media with 
(10%; white bars) or without serum (0.5%; grey bars) for 2 days. The luciferase activity was 
analyzed and nonnalized by the  ~-Galactosidase activity. The empty pcDNA 3.1  expression 
vector was used as control. The asterisks indicate statistically significant results (N =  9, *  P < 
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). Del-Parp-1 conesponds to the protein lacking its C-terminal 
end and its enzymatic activity.  (B) NIH-3T3 cells were transiently transfected with siRNA 
directed against HnRNP-U and Parp-1  and exposed to  serum-starved conditions for 4 days. 
Total RNA was extracted and analyzed by RT-PCR using specifie primers for the HnRNP-U, 
Parp-1  gene and HPRT as  control.  (C)  ApoD mRNA expression analyzed  by  RT-PCR in 
NIH-3T3  cells exposed to  serum starved conditions for 4 days after siRNA suppression of 
HnRNP-U and  Parp-1  genes.  As  negative controls,  transfections  with  non-specifie  siRNA 
(siRNA NS) or without siRNA (- siRNA) were used. 
Figure  2.5.  Analysis  of apoD  mRNA  expression  in  presence  of Parp-1  and  MEKl/2 
inhibitors. NIH-3T3 cells were cultured under normal (10% serum, +) and serum starvation 
(0.5%  serum,  - )  conditions  for  48  h  with  or without Pm-p-l  specifie  inhibitor:  3-Amino-
Benzamide (3-ABA,  10  mM) (A)  or MEK inhibitor:  U0126 (10  ~M) (B). Total RNA was 
extracted and the expression of apoD gene was analyzed by RT-PCR. The GAPDH gene was 
used as internai control. The asterisk indicates statistically significant results (N =  4, ***  P < 
0.001). Western blots ofthe phosphorylation levels ofERKl/2 in NIH/3T3 cells under serum 
starvation  at  different  time  points  (C)  and  in  the  presence  of Parp-1  inhibitor  (D) 
(representative ofthree similar experiments). Figure 2.1 
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2.10 SUPPLEMENT  AL MATERIAL 
Figure  82.1.  Mutation  in  the  catalytic  domain  of APEX-1  stimulates  proliferation 
during  serum  starvation.  NIH/3T3  cells  were  transfected  with  vectors  containing  the. 
APEX-1 eDNA or mutants C64A/C92A and K5R/K7R. The control (CTRL- ) corresponds to 
empty pcDNA 3.1A vector.  After transfection, cells were cultured in media without serum 
(0.5%) for 2 days. Representative offive similar experiments. 57 
Figure S2.1 CHAPITRE III 
LISTE DES PROTÉINES NUCLÉAIRES EXTRAITS DE CERVEAUX DE SOURIS 
SAINES OU INFECTÉES AVEC LE CORONA  VIRUS HUMAIN OC43 POUVANT 
INTERAGIR AVEC LE PROMOTEUR HUMAIN D'APOD 
58 59 
3.1 AVANT-PROPOS 
Ce  chapitre  présente  les  protéines  purifiées  et  identifiées  pouvant  interagir  avec  le 
promoteur humain d'APOD. Ces protéines nucléaires qnt été extraites à partir de cerveaux de 
souris présentant des symptômes de neurodégénérescence causés par un coronavirus humain 
(OC43).  La technique  de  purification  et  de  séquençage  par spectrométrie  de  masse  sera 
décrite dans le chapitre IV. Toutes les protéines présentées dans la Table 3.1 ont été analysées 
en rapport avec la littérature (pubmed) afin de  démontrer leur lien ou leur rôle en  tant que 
facteur  de transcription.  Cette analyse a  aussi  été  complémentée à  l'aide d'une banque de 
données présentant une liste exhaustive des facteurs  de  transcription connus chez  la  souris 
(http://genome.gsc.riken.jp/TFdb/tf_list.html).  Étant  donné  le  nombre  élevé  de  protéines 
identifiées,  seulement  quelques-unes  d'entre  elles  seront  décrites  dans  ce  chapitre.  Une 
attention particulière sera accordée aux protéines nucléaires dont leur rôle en tant que facteur 
de  transcription est moins bien connu dans la littérature. Effectivement, deux d'entre elles, 
l'apolipoprotéine E et la protéine non-structurale du  coronavirus (Ns2) ont été caractérisées 
afin de déterminer leur rôle dans la régulation du  gène d'APOD et dont les résultats obtenus 
font  l'objet des  chapitres IV et V.  Bien que ce  chapitre  ne  soit pas présenté  sous  forme 
d'article, la liste de ces protéines permettra de faire une banque de donnée accessible via un 
site internet. 60 
3.2 RÉSULTAT ET DISCUSSION 
Sachant  que  l'expression  génique  d'ApoD  est  augmentée  dans  plusieurs  régions  du 
cerveau de souris infectées par le  coronavirus humain OC43, nous avons purifié et identifié 
les  protéines  pouvant  interagir  avec  le  promoteur  d'APOD.  Cette  étude  permettra 
éventuellement  de  mieux  comprendre  les  mécanismes  de  régulation  du  gène  encodant 
l'APOD dans  des  situations de  stress neurologiques. Brièvement, la région -816 à + 64  du 
promoteur humain d'  APOD a été divisée en six fragments d'ADN chevauchants d'environ 
200pb (voir Figure 4.1) qui ont été utilisés comme appâts lors de la purification de protéines 
nucléaires provenant de cortex de souris saines (contrôle; ctrl) ou infectées par le virus OC43. 
Nous avons aussi choisi d'omettre un contrôle négatif, c'est-à-dire l'emploi d'un fragment 
d'ADN non spécifique n'ayant aucune homologie de séquence avec le promoteur d'APOD, 
puisque ces  six fragments  contiennent des  éléments de  réponses régulateurs  différents. Ils 
peuvent  donc  être  comparés  l'un  par  rapp01t  à  l'autre,  notamment  pour  les  fragments 
éloignés. De plus, en utilisant des fragments chevauchants, cela pennet en quelque sorte de 
dupliquer cette expérience pour les régions qui  sont communes. Les protéines retrouvées de 
façon ubiquiste sur tous les  fragments et dans les  deux conditions pourront être considérées 
comme des protéines non spécifiques. Toutefois, un facteur de transcription cotmu pour lier 
un élément de réponse en particulier peut lier 1' ADN d'une manière non spécifique dans des 
conditions in  vitro.  Effectivement, l'ADN « nu » étant débarrassé de  protéines structurelles 
telles  que  les  protéines chaperonnes  et  les  histones formant  les  nucléosomes,  les  facteurs 
nucléaires peuvent alors lier des régions qui seraient inaccessibles in vivo. C'est pour cela que 
nous avons considéré toutes les protéines purifiées dont plusieurs centaines ont été identifiées 
par spectrométrie de masse et répertoriées dans la Table 3  .1.  En utilisant de longs fragments 
d'ADN, il n'est pas étonnant d'obtenir un si grand nombre de protéines. 
3.2.1  Facteurs de transcription généraux 
Parmi ces protéines, plusieurs sont des facteurs de transcription bien documentés dans la 
littérature et indexés dans la section 1 : « Nuclear factors with known transcription or DNA 
. binding  activities ».  Les  20  premières  protéines  identifiées  et  mises  en  italique  sont  des 61 
facteurs  de  transcription  généraux,  tels  que  le  facteur  TFIIB  ou. le  «RNA polymerase Il-
associated factor  1 homolog »  (Pafl). Les  autres protéines de  cette  section  sont soit des 
activateurs ou répresseurs de la transcription soit des protéines constitutives impliquées dans 
divers processus cellulaires. D'autres encore sont connues pour être des co-activateurs ou co-
répresseurs.  Plusieurs  protéines  identifiées  sont  activées  lors  de  stress  inflammatoires  ou 
oxydatifs en lien avec notre modèle de neurodégénérescence. Nous montrons que les facteurs 
de  transcription  Ccarl, Pinl,  ~-catenin, Daxx, Max, Gsn, Flii, Binl, Statl, Nr2fl, Pura/b, 
Npml, Pcbpl/2, Ptbpl/2, Frapl, Pml, Clqbp et Stxbpl entre autres lient différentes régions 
du promoteur (section 1). 
3.2.2 La protéine Ccarl 
La  protéine  Ccarl  (  « Cel!  division  cycle  and  apoptosis  regulator  1 »)  est  une 
phosphoprotéine  périnucléaire  et dont l'expression  génique est induite  par déprivation  de 
sérum dans des carcinomes de sein humains (Rishi et al., 2003; Zhang et al., 2007). Elle est 
retrouvée majoritairement sur le promoteur d'APOD dans le  cortex de souris infectées par le 
virus OC43, à l'exception de la région 4 ou un seul peptide tryptique a été repêché et absente 
dans  la  région  3.  Ccarl  est un  facteur  de  transcription  interagissant avec  des  complexes 
médiateurs impliqués d~ns le recrutement de 1  'ARN polymérase II aux promoteurs des gènes. 
Ces médiateurs sont eux-mêmes recrutés par les récepteurs nucléaires et il a été démontré que 
Ccarl agit en tant que coactivateur de ces récepteurs nucléaires tels que les  récepteurs aux 
estrogènes et aux glucorticoides (Kim et al.,  2008a) et dont leurs  sites de  liaison à  l'ADN 
respectifs  sont le  ERE et  le  GRE qui  sont aussi  retrouvés  sur le  promoteur d'APOD.  La 
protéine Ccarl  est aussi  un  co~ctivateur du  facteur de  transcription p53  et  est considérée 
comme étant un  suppresseur de tumeur dans  les  cancers  du sein (Zhang et al., 2007).  En 
interagissant  avec  les  protéines  14-3-3  et  ~-catenin ,  aussi  identifiées  sur  le  promoteur 
d'APOD, Ccarl inhiberait l'expression des gènes régulateurs du cycle cellulaire incluant c-
Myc  et  la  cycline Bl  et induirait  l'apoptose  dans  les  cellules  cancéreuses  en activant  la 
protéine p38 MAPK (Ou et al., 2009; Rishi et al., 2003; Rishi et al., 2006). ---------------- - ---- -
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3.2.3 La protéine Pin1 
Un  autre  facteur  nucléaire  repêché  sur  le  promoteur  d'APOD  est  la  protéine  Pin1 
(  « Peptidyl-prolyl  cis-trans  isomerase 1  »)  connue  dans  la  littérature  comme  facteur  de 
transcription impliqué dans les cancers et dans les maladies neurodégénératives, notamment 
dans  la  maladie  d'Alzheimer (Lee et al.,  2011).  Son activité enzymatique modifierait les 
protéines phosphorylées. Plus précisément, Pin1  isomérise les liens peptidiques Ser/Thr-Pro 
suite  à  une phosphorylation.  Sachant que  la  phosphorylation de protéines  sur les  résidus 
sérines ou thréonines suivis d'une proline (Ser/Thr-Pro) joue un rôle central dans plusieurs 
processus cellulaires, il apparaît évident que cette protéine est importante  tant en condition 
physiologique que pathologique. Brièvement, les mécanismes de régulation de cette protéine 
dans  les  situations  pathologiques  sont  dus  au  fait  que  1  'expression  de  Pin 1  se  trouve 
augmentée dans les cancers et par son activité, elle activerait plusieurs oncogènes (tel que 
Ras et cycline Dl) et inhiberait plusieurs suppresseurs de tumeur (tel que Pml, Daxx, Smad et 
Trfl  ). Ainsi,  sa dérégula  ti on contribuerait au développement de cancers (Lee et al.,  2011; 
Liou  et  al.,  2011).  Par  contre,  les  souris  « knock-out »  (KO)  pour  la  protéine  Pin1 
développeraient avec 1' âge une neurodégénérescence apparentée à la maladie d'Alzheimer où 
l'on  observe  la  mort  des  neurones  et  la  formation  de  plaques  bêta-amyloïdes  et 
d'enchevêtrements  neurofibrilaires.  Ainsi,  Pin1  serait  bénéfique  dans  la  maladie 
d'Alzheimer, mais néfaste dans les cancers (Lee et al., 2011). Finalement, Pin1 interagit avec 
plusieurs facteurs de transcription tels que ceux mentionnés plus haut de même que P-catenin, 
p70S6K  et  Raf-1,  aussi  identifiés  sur  le  promoteur  d'APOD.  D'autres  « peptidyl-prolyl 
isomerase » ont été repêchées sur le promoteur d'APOD, tel que Ppi-A, -D, -E, -G et-H (voir 
section 2 de la Table 3.1) et dont leur rôle en tant que facteur de transcription n'a jamais été 
démontré. 
3.2.4 La protéine Stxbpl 
La protéine  Stxbp1  (« Syntaxin-binding protein  1 »)  ou  Sec1/Munc18-1  est retrouvée 
abondamment sur le promoteur d'APOD avec plus d'une centaine de peptides ayant permis 
son identification en condition contrôle et près de la moitié en condition OC43. Stxbp1 est un 
régulateur clé dans la neurosécrétion et interagit avec les  protéines syntaxine-1A/B  (Han et 63 
al.,  2010),  aussi retrouvées  sur le  promoteur quoique moins abondamment (section 8).  La 
protéine Stxbp  1 est principalement exprimée dans les neurones et joue un rôle important dans 
le  relargage  de  neurotransmetteurs  par  fusion  membranaire  et  exocytose  des  vésicules 
synaptiques  (Verhage  et  al.,  2000).  En  contraste  avec  sa  localisation  à  la  membrane 
présynaptique, Stxbp 1 est détectée par immunofluorescence et microscopie électronique dans 
le noyau de neurones de rats adultes (Sharma et al., 2005). Dans cette même étude, il  a aussi 
été démontré que Stxbp1 peut lier l'ADN double brin probablement par l'intennédiaire d'une 
autre protéine, puisqu'elle  ne contient pas  de  domaine de liaison à  l'ADN (Sharma et  al., 
2005).  Bien  que  le  rôle  de  Stxbp1  dans  le  noyau  demeure  inconnu,  sa  présence  sur  le 
promoteur d'APOD nous laisse spéculer qu'elle pounait jouer un rôle dans la transcription 
des gènes. 
3.2.5 Les protéines nucléoline et Frap  1 
Dans la section  1,  nous montrons la présence des protéines Ncl (« nucleolin »)et Frap1 
(  « FK506 binding protein  12-rapamycin associated protein 1 » aussi connu sous le nom de 
mTOR)  sur  le  promoteur  d'APOD.  Ces  deux  protéines  ont  été  démontrées  capables  de 
réguler  l'expression  des  gènes  d' ARN  ribosomaux  en  interagissant  directement  sur  la 
machinerie transcriptionnelle régulant les ARN polymérases de type I et III (Kantidakis et al., 
2010; Roger et al., 2002; Shor et al., 2010). Notre étude montre que ces protéines pounaient 
aussi interagir avec le promoteur des gènes de type II codant des protéines. 
3.2.6 Les familles de facteur nucléaire 
D'autres  facteurs  ont  été  identifiés  et  plusieurs,  ayant  un  rôle  bien  établi  dans  la 
transcription,  font partie de  la  même famille de protéines. Entre autres, nous avons purifié 
plusieurs protéines faisant partie de  la famille  des  HDAC (section 3),  des  ARN hélicases 
(section  4),  des  facteurs  d'épissage  (section  9),  des  protéines  chaperonnes  de  la  famille 
« Heat Shock »(section 19), des protéines 14-3-3 (section 20), des HnRNPs (section 21), des 
snRNPs (section 22) et des THOC (section 27). 64 
3.2.7 Les protéines HnRNPs 
Parmi les familles de protéines mentimmées précédemment et retrouvées sur le promoteur 
d'APOD, les HnRNPs pour« Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins » sont parmi les plus 
abondantes des protéines nucléaires dans les cellules de matmnifères (Patry et al., 2003).  Il 
existe plus de 20 isofonnes, désignées HnRNP A jusqu'à HnRNP U, qui sont associées avec 
les ARNm précurseurs (pré-ARNm) et plusieurs influencent la maturation de ces pré-ARNm 
ainsi que leur transport (Dreyfuss et al.,  1993; Kajita et al.,  1995). Plus précisément, elles 
joueraient un rôle dans plusieurs événements comme l'épissage alternatif, la polyadénylation, 
le  «turnover», l'exportation des  ARNm hors  du  noyau et leur circulation cytoplasmique 
ainsi que leur stabilité et leur traduction (He et al., 2005). Les particules 40S qui assemblent 
les ARN hétérogènes (ARNhn) sont composées en majeure pattie par les protéines HnRNP 
AIB dont l'isoforme HnRNP Al est la mieux caractérisée (Dreyfuss et al.,  1993; He et al., 
2005; Inoue et al., 2001). Certaines de ces protéines (hnRNP Al, A2, D, E, I et K) circulent 
continuellement  et rapidement  entre  le  noyau  et  le  cytoplasme  (Inoue  et  al.,  2001).  Les 
protéines HnRNPs participent aussi dans la régulation de l'expression de gènes.  Ce rôle est 
rappmté  dans  la  littérature  entre  autres  pour  les  protéines  hnRNP  Al-!3  (ou  «  CArG-box 
bindingfactor A»), D, K et U (Inoue et al., 2001). En ce qui concerne les protéines HnRNP 
U et A/B, elles ont été retrouvées sur le promoteur d'APOD dans les  cellules NIH/3T3  en 
arrêt de croissance et dont les résultats ont été présentés dans le chapitre II. 
3.2.8 Protéines associées aux maladies neurodégénératives 
D'autres  protéines  intéressantes  ont  été  répertoriées  dans  la  s  ction  13 
(  « Neurodegenerative  associated pro  teins »)  et  sont  impliquées  dans  plusieurs  maladies 
neurodégénératives où elles sont retrouvées sous forme d'agrégats toxiques à l'intérieur de la 
cellule,  mais  peuvent aussi  lier  l'ADN (Jimenez,  2010).  Ainsi,  parmi  ces  protéines,  nous 
avons repêché la protéine Mapt (aussi connue sous le  nom de protéine Tau), Amyloid bêta· 
A4  (App),  Huntingtin  (Htt),  a-synuclein (Snca),  Superoxyde  dismutase  (Sodl/2) et  TAR 
DNA-binding-43  (TDP-43).  Les  protéines  Mapt et  App  sont impliquées  dans  la  maladie 
d'Alzheimer en formant respectivement des enchevêtrements neurofibrilaires intracellulaires 
et  des  plaques  amyloïdes  extracellulaires  (Jimenez,  201 0).  Des  études  montrent  que  le 
peptide  bêta-amyloïde  peut  être  localisé  au  noyau  et  interagir  avec  des  facteurs  de ' 
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transcription amenant à une régulation transcriptionnelle (Van Gassen and Annaert, 2003). 
Dans une récente étude, l'ajout de fragments peptidiques d'  APP (AP25-35) sur des cellules 
d'hippocampe (HT22)(Martinez et al.,  2012) induit l'expression d'ApoD en réponse à  des 
stress  causant l'arrêt de  croissance.  De la même manière,  la  localisation  au  noyau  de  la 
protéine MAPT a été démontrée par plusieurs études et les auteurs spéculent une interaction 
de cette protéine avec l'ADN (Jimenez, 201 0).  En ce qui concerne les protéines Htt, Sn  ca, 
Sodl/2  et TDP-43, elles  sont respectivement impliquées dans  les  maladies de Huntington, 
Parkinson et Lou Gehrig (Lee et al., 2012) et où l'expression d'APOD est augmentée. 
D'autres familles de protéines aussi présentes sur le promoteur d'APOD et dont leur rôle 
en tant que régulateur de  la transcription est rarement reporté dans la littérature. Par contre, 
au  moins  un  membre  pour  chaque  famille,  sinon  plus,  a  été  associé  à  la  régulation 
transcriptionnelle  dans  la  littérature.  La  description  de  quelques-unes  d'entre  elles  sera 
présentée dans les paragraphes suivants. 
3.2.9 Les protéines MAPK 
Dans cette étude, on retrouve la plupart des membres de la famille MAPK (  « Mitogen-
activated prote  in  kinases »  ).  Ces protéines, Ras, Raf, MEK et ERK, sont impliquées dans 
plusieurs voies de signalisation, notamment dans le contrôle du cycle cellulaire (Meloche and 
Pouyssegur,  2007).  Cette  voie  de  signalisation  est  activée  par  la  liaison  de  ligands 
mitogéniques aux récepteurs tyrosine kinase ou couplés aux protéines G.  Comme démontré 
dans  le  chapitre  II,  l'activité  enzymatique  des  protéines  Mapk-l/2  ou  Erk-112  (ou 
originellement  nommé  dans  la  littérature  Mapk3/1  et tel  qu'indexé  dans  le  tableau  3.1, 
section  5)  est  impliquée  dans  l'induction  de  l'expression  génique  d'ApoD  lors  de  la 
déprivation de sémm (voir Figure 2.5 B). Dans le cortex de souris contrôle et infectées par le 
virus OC43, on voit que Mapk3/1, Map-2k1 (Mek1), -2k2 (Mek2), -2k4 (« JNK Kinase 1 »), 
-2k6 (Mek6 ou p38 Mapk) et A-Raf semblent lier le promoteur d'APOD. En accord avec ces 
résultats, des  études ont montré par ChiP que la majorité des acteurs impliqués dans cette 
voie de signalisation sont recrutés directement aux promoteurs de gènes  dans des  cellules 
humaines (Mikula and Bomsztyk, 2011; Vi  cent et al., 2006). Parmi ces acteurs, on retrouve 66 
GRB2, SOS, B-RAF, MEK et ERK. Ainsi, la voie de signalisation des MAPKs, influençant 
plusieurs processus cellulaires au niveau cytoplasmique, exerce une action directe au niveau 
des  loci régulateurs des gènes. Cette évidence a été reproduite dans plusieurs autres études, 
notamment chez la levure et le rat, montrant aussi que les récepteurs tyrosine kinases, telles 
que le récepteur à l'insuline (Nelson et al., 2011), la protéine kinase A (PKA) (Pokholok et 
al.,  2006),  p38  MAPK (Simone  et  al.,  2004)  peuvent  être  recrutés  sur  la  chromatine  et 
peuvent réguler l'expression des gènes (Chow and Davis, 2006; Edmunds and Mahadevan, 
2006). 
3 .2.1 0 Récepteurs cellulaires, facteur de croissance et AMPK 
Plusieurs récepteurs cellulaires et facteurs de croissance ont été repêchés sur le promoteur 
d'APOD (section 28), entre autres: Fgfl2 (« Fibroblast factor 12  »), Ntrk2 (« BDNF/NT-3 
growth factors  receptor »)  et Epha4  (  « Ephrin  type-A  receptor  4 »  ).  Une  autre  molécule 
importante  recrutée  aux  promoteurs  de  gènes  est  l'AMPK («Adenosine  monophosphate-
activated prote  in  kinase »  ),  une  protéine  hétérotrimérique  impliquée  dans  les  voies  de 
signalisation  régulant  l'homéostasie  de  l'énergie  cellulaire  (Bungard  et  al.,  2010).  Cette 
protéine est sensible et activée lors de la dérégulation des ratios ATP: AMP, nota1mnent au  . 
cours  de  l'exercice physique  (Hardie,  2007).  Ici,  nous  montrons  que  Prkab2  (« 5'-AMP-
activated protein kinase subunit beta-2 », voir section 12), l'une des sous-unités régulatrices 
d'  AMPK, est recrutée au promoteur d'  APO  D. 
3 .2.11  Le complexe « COP9 signalosome » et le système ubiquitine-protéasome 
Le complexe« COP9 signalosome » (CSN ou Cops) est composé des sous-unités Copsl 
à Cops8 et dont plusieurs ont été détectées lors  de l'analyse par spectrométrie de  masse, à 
l'exception de Cops-1, -7 et -8 (section 25). Ce complexe régule la dégradation des protéines 
grâce à leur activité de déneddylation et déubiquitinylation, impliquant le système ubiquitine-
protéasome  (Chamovitz,  2009).  Quoi  qu'il  en  soit,  les  protéines  de  ce  complexe  ont 
originellement été  décrites  comme  facteurs  de  transcription  (Chamovitz,  2009;  Kato  and 
Yoneda-Kato, 2009). Plus particulièrement, Cops5, aussi connu sous le nom de Jab 1 (  « Jun-
activation-domain-binding protein 1 »), est un coactivateur d'AP-l (Claret et al., 1996).  En 67 
relation  avec  l'implication du  complexe « COP9  signalosome »  et le  système ubiquitine-
protéasone,  nous  montrons  que  plusieurs  sous-unités  régulatrices  du  complexe  « 26S 
Proteasome »  (section 26) de même que les enzymes « ubiquitin-conjugating » (section 23) 
et  « Ubiquitin  carboxyl-terminal  hydrolase»  (section  24)  se  retrouvent  au  promoteur 
d'  APOD.  Des  études  antérieures  montrent  que  les  sous-unités  du  système  ubiquitin-
protéasome agissent directement sur des régions régulatrices de gènes  indépendamment de 
leur activité protéolytique (Conaway et al., 2002; Kinyamu and Archer, 2007; Szutorisz et al., 
2006). La protéine Uchll de la famille des « Ubiquitin  carboxyl-terminal hydrolase » a été 
reportée pour être impliquée dans les maladies neurodégénératives telles que les maladies de 
Parkinson et d'Alzheimer (Setsuie and Wada, 2007). Il est intéressant de  constater que les 
protéines  « ubiquitin-conjugating  enzymes »,  permettant  la  dégradation  des  protéines  en 
ajoutant des molécules d'ubiquitines, se retrouvent uniquement en condition contrôle sur le 
promoteur  d'APOD.  Effectivement,  les  « ubiquitin-conjugating  enzymes»  sont  des 
répresseurs  en interagissant avec des facteurs  de  transcription (Hock and Vousden,  2010). 
Ainsi,  ces  protéines  pourraient  être  impliquées  dans  la  répression  du  gène  d'APOD  en 
condition normale et cet effet serait contrecarré lors  de l'infection par 1)  l'absence de  ces 
protéines « ubiquitin-conjugating enzymes » en tant que répresseur et 2) par les membres de 
la  famille  des  « Ubiquitin  carboxyl-terminal  hydrolase»  et  du  complexe  « COP9 
signalosome », se retrouvant sur le promoteur d'APOD dans les deux conditions, et dont leur 
rôle  est  d'augmenter  la  stabilité  des  protéines  en  empêchant  leur  dégradation  par  le 
protéasome  ou  encore  d'induire  l'expression  des  gènes  en  activant  les  facteurs  de 
transcription (Vissers et al., 2008; Woelk et al., 2007). 
3.2.12 Les « Kinesin »,  « Dynein »,  « Importin », MAPT  et les protéines endocytiques 
Finalement, nous avons identifié plusieurs membres de la famille des « Kinesin » (section 
14), « Dynein »(section 15), « Importin » (section 16), MAP pour« Microtubule-associated 
proteins »  (section  18)  et des protéines  impliquées dans  les  voies  d'endocytose tel que  les 
clathrines (section 11) et les protéines Rab de la famille des « Ras-related proteins » (section 
7).  Il  est maintenant établi que  ces protéines endocytiques ont une fonction dans  le noyau 
notamment dans la régulation des gènes (Kang et al., 2005; Mills et al., 2005; Pilecka et al., 68 
2007).  Parmi  ces  protéines  également  repêchées  sur  le  promoteur d'APOD,  on  retrouve 
Appll (Pilecka et al., 2007), B-arrestinl/2 (Kang et al., 2005), Eecrt, Biol, amphiphysin II 
(Pyrzynska et al., 2009) et Hipl (Mills et al., 2005), ainsi que plusieurs autres. L'endocytose 
est  un  mécanisme  de  régulation  permettant  d'atténuer  les  signaux  de  transduction  en 
internalisant  les  récepteurs  activés  sur  la  membrane  plasmique  et de  les  diriger  vers  les 
lysosomes pour leur dégradation (Miaczynska et al., 2004). De plus, la voie endocytique ne 
se résume pas à une destination vers les lysosomes. Les endosomes peuvent être dirigés vers 
plusieurs  compartiments  intracellulaire  d'où  leur  fonction  multiple  et  diverse.  Il  est 
clairement démontré que malgré une  internalisation  des  complexes ligands-récepteurs,  les 
voies de  signalisation demeurent quand même actives à différents endroits à l'intérieur de la 
cellule, notamment dans le noyau (Pyrzynska et al., 2009). Concemant ces faits, APPLl a été 
récemment caractérisée et retrouvée dans un complexe avec les protéines NURDl et HDAC 
ayant une activité dans la transcription des  gènes  (Banach-Orlowska et al.,  2009) et aussi 
comme activateur du facteur  de  transcription  ~-catenin (Rashid  et  al.,  2009).  Nous avons 
aussi  identifié  la  protéine  Che  ou  Ctlc  (« Clathrin  heavy  chain »),  une  sous-unité  des 
clathrines et permettant l'invagination de la membrane plasmique en vésicules. La protéine 
Che peut recruter p300 à p53  afin d'augmenter l'activité transcriptionnelle directement aux 
promoteurs de gènes (Enari et al., 2006). Rab5 est une protéine régulatrice importante dans le 
transport des  endosomes précoces le  long des  microtubules ainsi  que leur fusion  avec  des 
organelles  cibles.  De  plus,  RAB5  interagit  avec  APPLl/2  (Benmerah,  2004).  Cette 
interaction  est  nécessaire  pour  la  localisation  nucléaire  des  protéines  APPLs.  Ainsi,  la 
localisation et les fonctions de ces protéines endocytiques dans le noyau pourraient expliquer 
la présence de plusieurs protéines identifiées sur le promoteur d'APOD, dont leur rôle en tant 
que régulateur de  la transcription n'a jamais été  rapporté dans  la littérature. Par exemple, 
1  'A  poE sécrétée est connue pour jouer un rôle important dans le transport du cholestérol et 
des  lipoprotéines  associées,  pour  ensuite  être  internalisée  dans  les  compattiments 
d'endosomes et lysosomes et plusieurs études montrent la présence de cette protéine dans le 
noyau (voir chapitre IV). 69 
Cette  étude  présente  l'identification  de  plusieurs  facteurs  nucléaires  appartenant  à 
différentes  familles  de  protéines  et  capables  de  lier  le  promoteur  d'APOD  in  vitro.  Ces 
protéines  ont  aussi  des  fonctions  diverses  et reflètent la  complexité de  régulation du  gène 
d'APOD. De  plus,  le  promoteur d'APOD contient plusieurs  éléments  régulateurs  pouvant 
expliquer ces  faits.  Ces résultats apportent des outils de travail afin de mieux comprendre la 
régulation de l'expression génique d'APOD. 70 
Table 3.1. Liste des facteurs de transcription liant le promoteur d'APOD dans le cortex 


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































 CHAPITRE IV 
BINDING AND REPRESSIVE ACTVITIES OF APOLIPOPROTEIN E3  AND E4 
ISOFORMS ON THE HUMAN APOD PROMOTER 




Ce projet porte principalement sur les mécanismes de régulation de l'expression génique 
d'APOD tant dans des conditions physiologiques que neuropathologiques, et cela en utilisant 
un  modèle  de  souris  présentant  des  symptômes  de  neurodégénérescence  causés  par  un 
coronavirus  humain  (~C43) .  Cette  étude  permettra de  caractériser les  facteurs  nucléaires 
capables  de  lier le  promoteur d'APOD,  provenant du cortex cérébral de  souris  saines  ou 
infectées par le virus. L'étude sera menée in vitro dans des conditions de stress cellulaires tels 
que  l'inflammation  en  présence  de  lipolysaccharides  (LPS)  ou  l'arrêt  de  croissance  par 
déprivation  de  sérum sur des  cellules  de  glioblastomes  humains  (U87).  Nous  avons  déjà 
montré que dans ces conditions, l'expression génique d'APOD est modulée.  Ainsi, suite à 
1' identification de ces protéines nucléaires, il s'  avèrerait important de déterminer l'effet de la 
sm·expression de ces protéines sur l'activité du promoteur d'APOD humain lors de ces stress 
cellulaires. Ces résultats permettront de mieux comprendre les mécanismes de régulation du 
gène d'APOD lors de désordres neurologiques. 
J'ai élaboré le design de cette étude sous la supervision du Dr Rassart. J'ai effectué la 
purification des protéines nucléaires liant le promoteur d'APOD humain par la technique de 
billes de streptavidines. J'ai aussi analysé les résultats de spectrométrie de masse de même 
que la  caractérisation des  protéines  sélecti01mées  pour l'étude, c'est-à-dire le  clonage des 
eDNA dans des vecteurs d'expression, les tests de luciférase,  les tests d'ARN interférant, les 
tests d'immunoprécipitation de la chromatine (ChiP),  les études par immunofluorescence et 
microscopie confocale et l'analyse des bases de données d'hybridation in  situ  Allen Brain 
Atlas et le transcriptome du nouvel « Atlas of  the mouse Neocortical layers » afin de corréler 
l'expression du gène d'ApoE avec  celle d'ApoD.  Sous  ma supervision,  Marylin Labrie a 
contribué  sur  les  études  par  immunofluorescence  ainsi  que  microscopie  confocale  et  a 
contribué  en  partie pour les  tests  de ChiP.  Cyndia Charfi  a  contribué dans  1  'analyse des 
résultats de spectrométrie de masse. 82 
4.2 RÉSUMÉ 
L'expression du gène de l'apolipoprotéine D (ApoD) est augmentée dans de nombreuses 
maladies neurodégénératives, dont l'Alzheimer et la sclérose en plaques. Notre équipe a déjà 
démontré  que  la  sUJ·expression  du  gène  d'APOD  humain  dans  des  souris  transgéniques 
traitées  au  paraquat  ou  encore  infectées  par  le  coronavüus  OC43  qui  causent  une 
inflammation  du  cerveau  et  une  neurodégénérescence  confère  une  neuroprotection.  Dans 
cette étude, nous avons utilisé des extraits nucléaires de souris normales ou infectées et nous 
avons identifié plusieurs facteurs nucléaires capables de  lier le  promoteur d'APOD in vitro. 
En  particulier, nous avons détecté l'  Apolipoprotéine E (ApoE).  L'  APOE humaine contient 
trois  isoformes  (E2,  E3  et  E4)  avec  l'E4  représentant un  fort  risque  pour  développer  la 
maladie d'Alzheimer et l'E2, un faible risque. En effet, celle-ci se retrouvait au  noyau et sur 
le promoteur d'APOD dans des cellules hépatiques et de glioblastomes. La surexpression des 
isoformes  APOE3  et  APOE4,  mais  pas  l'  APOE2,  inhibe  significativement  l'activité  du 
promoteur d'APOD dans  les  cellules U87  (génotype E3/E3) dans  des conditions de  culture 
normale  ou  de  différents  stress  alors  que  l'inhibition  d'APOE  par  des  siRNA  a  l'effet 
contraire. En accord avec ces résultats, nous avons aussi démontré que les isoformes E3 et E4 
mais  pas  E2  sont capables  de  lier le promoteur d'APOD.  De plus, en  utilisant la  base de 
données d'hybridation in situ Allen Brain Atlas, nous observons une conélation inverse entre 
l'expression d'ApoD et  d'ApoE durant le  développement,  particulièrement dans  le  cortex, 
1  'hippocampe, le plexus choroïde et le cervelet.  Selon le transcriptome du nouvel Atlas of the 
mouse Neocorticallayers, cette corrélation négative est aussi ob ervée dans les couches IV à 
VI du cortex. Ces résultats révèlent une nouvelle fonction pour l'  APOE comme régulatrice de 
l'expression d'APOD. 
Mots-clés : Apolipoprotein D · Apolipoprotein E · OC43  · spectrométrie de masse  · ChiP · 
glioblastomes astrocytaire 83 
4.3 ABSTRACT 
Apolipoprotein D (ApoD) gene expression is  increased in severa! neurological disorders 
such  as  Alzheirmer's  disease  (AD)  and  multiple  sclerosis.  We  previously  showed  that 
transgenic mice that overexpress human APOD show a better resistance against paraquat or 
OC43  coronavirus-induced  neurodegeneration.  Here,  we  identified  severa!  nuclear  factors 
from the cortex of control and OC43-infected-mice which bind a fragment of the proximal 
APOD promoter in  vitro. Of interest, we detected Apolipoprotein E (ApoE). Human APOE 
consists of three isofonns (E2, E3  and E4) with the E4 and E2 alleles representing a greater 
and a lower risk for developping AD, respectively. Our results show that APOE is  located in 
the  nucleus  and  on  the  APOD promoter  in  human  hepatic  and  glioblastoma  cells  !ines. 
Furthermore, overexpression of ~POE3 and APOE4 isofonns but not APOE2 significantly 
inhibited the APOD promo  ter activity in U87 cells (E3/E3  genotype) cultured un der normal 
or  different  stress  conditions  while  APOE knock-down  by  siRNA  had  a  converse  effect. 
Consistent with these results, we  also demonstrated by ChiP assay that E3  and E4 isoforms, 
but  not  E2,  bind  the  APOD  promoter.  Moreover,  using  the  Allen  Brain  Atlas  in  situ 
hybridization database, we observed an inverse correlation between ApoD and ApoE mRNA 
expression  during  development and  in  severa!  regions  of the  mouse  brain,  notably  in  the 
cortex,  hippocampus,  plexus  choroid  and  cerebellum.  This  negative  correlation  was  also 
observed  for  cortex  lay ers  IV-VI  based  on  a  new  transcriptomic  Atlas  of the  mou se 
Neocorticallayers. These findings reveal a new function for APOE by regula ting APOD gene 
expressiOn. 
Keywords:  Apolipoprotein  D  ·  Apolipoprotein  E  ·  OC43  ·  mass  spectrometry  ·  ChiP  · 
glioblastoma astrocytic cells 84 
4.4 INTRODUCTION 
Human Apolipoprotein D (ApoD) is a 29-kDa secreted glycoprotein and a member of the 
lipocalin superfamily (Drayna et al., 1987b; Flower, 1996). ApoD mRNA is expressed at high 
levels in several tissues particularly in the central nervous system (CNS) where it is produced 
in glia but also in scattered neurons (for review see Rassart et al., 2000). However, in contrast 
to other apolipoproteins such as ApoE, it is poorly expressed in liver and intestine. Moreover, 
its  gene  expression  is  increased  in  several  neuropathologies  such  as  Alzheimer's, 
meningoencephalitis,  stroke  (Terrisse  et  al.,· 1998),  Parkinson's  (Ordonez  et  al.,  2006), 
Niemann-Pick's type  C (Yoshida et al.,  1996) and  multiple sclerosis  (Reindl  et al.,  2001). 
Furthennore,  ApoD  expression  and  proliferation  are  inversely  COJTelated  in  response  to 
cellular stress.  This  regulation  of ApoD gene  expression is  reflected  by  the  numerous  cis 
elements  located within its  promoter  (Lambert  et al.,  1993;  Ras sart et  al., 2000).  Severa1 
·nuclear factors  that  bind the  human  APOD promoter under growth  anest were  identified. 
Notably, Parp-1, Apex-1  and ERKl/2 were found to  regulate ApoD gene expression (Levros 
et  al.,  2010).  Despite  severa1  putative  roles  attributed  to  ApoD  such  as  repair  and 
reinnervation  as  well  as  lipid  turnover  after  nervous  tissue  injmy  (Boyles  et al.,  1990a; 
Tenisse et al.,  1999), the precise role of ApoD in the CNS remains elusive but accumulating 
evidences suggest a neuroprotective ro1e as a repair protein. 
ApoE is  a 34 kDa secreted protein that was  first identified in  1973  in  association with 
very low density lipoprotein (VLDL) (Shore and Shore, 1973). After the 1iver, the brain is the 
second site of expression for ApoE  (Mahley,  1988).  Three major APOE isoforms exist in 
human population: APOE2, APOE3  and APOE4, thus giving rise to six different genotypes. 
This genetic heterogeneity of ApoE is due  to  arnino acid composition at positions  112  and 
158  (E2:  cys112/cys158, E4:  arg112/arg158  and  E3: cys112/arg158)  (Rall  et  al.,  1982; 
Weisgraber  et al.,  1981).  More  important1y,  ApoE  is the major genetic marker associated 
with Alzheimer's disease, the E4 and E2 alleles  representing a greater and a lower risk for 
developping the disease, respectively (Corder et al., 1994; Corder et al., 1993). Since both 85 
ApoD  and  ApoE  share  common  biological  functions  and  are  also  implicated  m 
neurodegenerative situations, it was of  interest to investigate their respective regulation. 
We previously showed that overexpression of human APOD  in transgenic mice  treated 
with paraquat or infected with OC43  corona  virus  (HCo  VOC43) which both provoke brain 
inflammation  and  neurodegeneration  confers  a  neuroprotection  (Do  Carmo  et  al.,  2008; 
Ganfornina et al., 2008). Paraquat treatment is known to generate ROS and thus protein and 
lipid peroxidation (Beal,  2002).  HCoVOC43  are  enveloped positive-stranded RNA  viruses 
responsible for  respiratory,  enteric,  and neurological diseases  (Buchrneier and  Lane,  1999; 
Myint et  al.,  1994).  Indeed,  HCoVOÇ43  has neurotropic capabilities  (Arbour et al.,  1999; 
Arbour et al., 2000; Bonavia et al., 1997), and was also found in human brains (Arbour et al., 
2000).  Most importantly, several studies detected the OC43  virus in  subjects with multiple 
sclerosis  (Boucher  et  al.,  2007;  Talbot  et  al.,  2001)  suggesting  the  involvement  of a 
coronavirus in neurological disorders along with environmental and genetic factors  (Y  eh et 
al., 2004). 
Using  this  mouse  model  of neurodegenerative  disease,  we  identified  several  nuclear 
factors  from  the  cortex  of control  and  OC43-infected-mice  which  bind  in  vitro  a  DNA 
fragment of the human APOD promoter. We demonstrate that human APOE isoforms E3  and 
E4 but not E2 bind the APOD promoter in  vivo and  down regulate its gene expression. We 
also observed an inverse cotTelation between ApoD and ApoE expression in the mou se cortex 
using  several  databases.  Overall,  these  results  demonstrate  a  new  fonction  for  APOE  by 
regulating the APOD gene expression. 86 
4.5 MATERIALS AND METHODS 
4.5.1  Cell culture and reagents 
Human glioblastoma cells (U87 and U373M) were obtained from American Type Culture 
Collection (ATCC, Rockville, MD) and maintained in  Dulbecco's modified Eagle medium 
(DMEM;  lnvitrogen, Carlslab, CA) supplemented with  10% inactivated fetal bovine serum, 
penicillin G (100 units/ml) and streptomycin (100 )lg/ml). Ail cells were maintained at 37 oc 
in a 5% C02 humidified atmosphere and were fed every 2 days with fresh medium. 
4.5.2 Virus and mice infection 
The American Type Culture Collection HCoV- OC43 strain (ATCC VR-759) was grown 
on the HRT-18 cellline, and virus stocks [10
65 TCID50 (tissue culture infectious dose 50)/ml] 
were kept at -80°C as previously described (Jacomy and Talbot, 2003). Mice were infected at 
22 days postnatal (DPN) with intracerebral (IC) inoculation of 10  )11  containing lü TCID50 of 
HCoV-OC43.  Control  mice  received  an  intracerebral  inoculation  of lü  )11  of cel!  culture 
medium.  Mice  (C57BL/6)  were  killed  at  7  days  postinfection  (DPI),  and  cortex  was 
collected. 
4.5.3 Nuclear extract 
Briefly, 200mg of cortex of control (sham) or OC43-infected mice were homogenized in 
500  )11  of NEl  buffer  (250  mM sucrose,  15  mM Tris-HCl pH 7,9,  140  mM NaCl, 2 mM 
EDTA, 0,5 mM EGTA, 20% glycerol, 0,15 mM spermine, 0,5 mM spermidine, 1 mM DTT, 
0,4 mM PMSF, 25 mM KCl and 2 mM MgCb). After homogeneization, 25  )11  ofNonidet P-
40  (Sigma  Chemical)  10  %  were  added  followed  by  a  second  step  of homogeneization. 
Lysates were cleared by 8 min of  centrifugation at 1000g. The nucleus pellet was wash with 1 
mL ofNE1 buffer and was resuspended in 100uL ofNE2 buffer (buffer NEI with 350 mM 
KCl) followed by homogeneization and centrifugation for 5 min at 12 000 g.  Organels were 
eliminated with a centrifugation at 180 OOOg for 90 min. The lysate were dialysed for 1h with 
buffer D (50 mM KCl, 4 mM MgCb, 20 mM K3P04 pH 7,4 and 1 mM de  ~-mercaptoethanol) 
using  0,025  )lill  filter  (Millipore)  and  kept at  -80°C until  use.  All  steps  of the  extraction 87 
protocol were done at 4 o c. The protein concentration was determined at 595  nm using the 
Bio-Rad protein assay reagent (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). 
4.5.4 Affinity purification of  nuclear factors and mass spectrometry 
The  region  -817  to  +64 of the  human APOD promoter was  amplified  by  PCR in  six 
overlapping  regions  (1-6)  using  biotinylated  primers  (see  supplementaty  Fig.  la and  b). 
Fragments of approximatively 200pb were obtained for each region. Streptavidin beads (200 
!J.g;  Dynabeads  M-280  Strepavidin, Dynal  Biotech,  Oslo, Norway)  were  resuspended  and 
incubated with 6 ug of biotinylated DNA (regions  1-6) for  15  min  in  W&B buffer (lx) (10 
mM Tris-HCl, pH 7.5,  1 M NaCl and 1 mM EDTA) as  recommended by  the manufacturer. 
The washing steps were done in the same buffer and the beads linked with  the biotinylated 
DNA were incubated for 15  min at room temperature with 100  !J.g of cortex nuclear extracts 
containing 20  !J.l  of annealing buffer  lOx  (50  mM  Tris-HCl, pH  7.5,  1 M NaCl,  100  mM 
MgCh, 0.2  mM EDTA and  1 mM  DTT), 1 mg of BSA and 20  !J.g  of Polydi:dC in  a final 
volume of 200 !J.l.  The beads were washed with a low salt washing buffer (20 mM Tris-HCl, 
pH  8.0,  0.05% NP-40,  1 mM EDTA and 75  mM KCl) and eluted with 60  Ill of SDS  0.1 %. 
The proteins were loaded and migrated on a SDS-PAGE (12%) followed by coomassie blue 
staining.  Each lane was  eut in fortheen  distinct bands  eluted,  hypsinized, and  analyzed by 
mass spectrometry (LC-MS/MS velos) at the Genome Québec ltmovation Centre Proteomics 
Platform (Montreal, Qc,  Canada) for protein identification. Proteins  were  identified  by the 
presence of at !east  1 distinct peptide  in  the  sample  with  99.9%  probability.  Of note,  no 
differences  in  band  intensity  were  observed  between  each  regions  or conditions  used  for 
purification  due  to  the  sensibility  of coomassie  blue  staining.  However,  silver  staining 
allowed to see clear differences between conh·ol or OC43 conditions for region 1 (Fig.  le). 
4.5.5 siRNA transfections 
For the siRNA experiments, two pre-designed siRNA were used for human APOE gene. 
(si-apoEl  and  si-apoE2;  Qiagen)  and  negative  control  siRNA  (Allstar  negative  control, 
Qiagen) were included in each expetiment. 88 
4.5.6 Luciferase assays 
The eDNA of human APOE isoforms (B2; B3  and B4) were cloned in pCMV6 expression 
vector (Origene, Rockville, MD). Bach plasmid was transiently co-transfected in U87 cells in 
the  presence  of Polyfect  (Qiagen)  as  recommended  by  the  manufacturer,  with  a  vector 
containing the human APOD promoter upstream of the luciferase reporter gene (- 728/+4-
apoD-Luc). Twenty-four hours later, cells were rinsed twice with phosphate-buffered saline 
and  maintained  in  a  medium  supplemented  with  10%  serum  containing  10ug/ml 
lypopolysaccharide (LPS) or low-seruni medium (  containing 0.2% serum) or normal medium 
containing 10%  serum. Transfected cells were lysed at different time post-transfection and 
luciferase activity was measured with the Dynex MLX microplate luminometer (MLX Dynex 
Technologies, Chantilly, VA) as already described (Do Carmo et al., 2008). Bach sample was 
co-trimsfected  with  a  ~-gal - expressing  vector  for  normalization  (pcDNA-lacZ).  The  ~­
galactosidase  activity  was  measured  using  the  Galacto-Light™  kit  (Applied  Biosystems, 
Bedford, MS) according to  manufacturer's  suggestions. Luciferase activity  is  presented  in· 
Relative Light Units  (RLU) and represents  the  calculated mean ±  SD  of eight transfected 
samples normalized by the measured ~-galactosidase activity. 
4.5.7 Immunofluorescence and confocal microscopy 
For immunofluorescence staining, U87 and U373M cells were grown on six-well plates 
(immunofluorescence) and Labtek cham  ber slides (  confocal) and fixed with methanol for 30 
min at -20 °C. After three washes with PBS, fixed cells were incubated in blocking (2% goat 
serum)  for  lh.  Cells  wer  sequentially  incubated  with  primary  antibody  (goat  polyclonal 
antibody anti-APOB,  1 :100 ; obtained from  Ross Milne, Ottawa Hea1i  Institute)  and  then 
with  fluorophore-labeled  seconda1-y  antibody (alexa 488). For nucleus  staining,  cells  were 
incubated with propidium iodide  (1 :300) (Sigma-Aldrich) for 10 min at room temperature. 
4.5.8 Chromatin Immunoprecipitation (ChiP) 
ChiP  assay  was  performed  on  human  glioblastoma  U87  and  hepatic  HepG2  cells 
according  to  the  manufacturer protocol  (Zm tech  Scientifique).  Briefly,  cells  were  cross-
linked  with  1%  formaldehyde  and  quenched  with  0.125M  glycine.  After  sonication, 
chromatin  was  immunoprecipitated  with  anti-APOB  polyclonal  or anti-DDK  monoclonal 89 
antibodies (Origene). After several washes and DNA purification, semi-quantitative PCR was 
performed using specifie primers for the APOD promoter (  -397 to +64: Fig. 1  b  ). 
4.5.9  Analysis  of  gene  expressiOn  m  Allen  Brain  Atlas  (ABA),  GENSAT  and  The 
transcriptomic Atlas of  the mouse Neocorticallayers 
The  Allen Brain Atlas  (ABA) (www.brain-map.org)  (Lein  et al.,  2007)  and  GENSAT 
(www.gensat.org) (Heintz, 2004) projects are public database and useful resources to  study 
the expression of genes in the mouse brain as well as during development. The ABA database 
mapped  the  expression  of the  whole  mouse  transcriptome  (over  20,000  genes  mRNA 
expression) by in situ hybridization (ISH) technique. The expression levels of ISH images are 
also quantified by color intensity as described in the website. The ISH images for ApoD and 
ApoE were  selected  from  this  database  from  56  days  old  mice  in  order to  compare  their 
expression  pattern  in  the  adult  mouse  brain.  Comparisons  were  also  carried  throughout 
development (from P4 to 24 months for ApoD and 33 months for ApoE) (see Fig. S1  and S2). 
In  the  transcriptomic  Atlas  of  the  mouse  Neocortical  layers 
(http://genserv.anat.ox.ac.uk/layers),  cortical  layers  were  separated  in  sections  (A-F)  from 
somatosensory  (S1),  dorsal  cortex  (DC)  and  lateral  cortex  (LC)  and  in  which  the 
transcriptome was sequenced  (Belgard et al., 2011). The relative expression for each genes is 
represented  in  FPKMs  (fragments per kilobase  of exon  mode!  per million  reads  mapped) 
values (Table 2).  Sections A to  F correspond to  layers l-Ill, layer IV,  upper layer V,  lower 
layer V,  layer  VI  and layer  Vlb,  respectively  (Belgard  et  al.,  2011).  Correlation  between 
expression of each gene was calculated using the Pearson' s correlation test. 
4.5. 1  0 Statistica1 ana1ysis 
Statistical significance of the experiments was evaluated using an  unpaired Student's t-
test. Results were considered statistically significant at P < 0.05. 90 
4.6 RESULTS 
4.6.1  Purification and  identification of nuclear factors  binding the  proximal human APOD 
promoter in vitro 
We previously showed that ApoD gene expression is  upregulated in  the brain of human 
OC43  virus  infected  mice  (Do  Carmo  et  al.,  2008).  In  order  to  better  understand  the 
regulation of APOD gene expression, we purified the nuclear factors  that bind  the APOD 
promoter using  nuclear extracts  from  the  co1tex  of control  and  OC43-infected  mice.  Six 
overlapping  regions  of the  APOD  promoter  (-816/+64)  were  amplified  by  PCR  using 
biotinylated primers and then linked to streptavidin beads (see material and methods and Fig. 
la and b).  After incubation with nuclear extracts, the specifie proteins were eluted from the 
DNA-streptavidin complex, visualized by SDS-PAGE followed by coomassie blue staining. 
Protein  bands  were  then  eluted  and  analyzed  by  mass  spectrometry.  Because  of  low 
sensibility of Coomassie blue,  silver staining was used for  samples obtained from  region  1 
and allowed to see clear differences between control and OC43 conditions (Fig.  le). 
Severa! transcription factors were identified such as  Statl, Daxx, transcriptional activator 
Pur-ex.  and  -!3, Ilf-2  and  -3  (also  known  as  Nuclear factor-45  and  -90,  respectively),  and 
severa!  members  of the  Hdac,  Heat  shock  proteins,  Ddx,  Mapk,  Importin,  Dynein  and 
Kinesin  families,  just  to  name  a  few  (unpublished  data).  Proteins  implicated  in 
neurodegenerative diseases, including Alzheimer's, Parkinson's and Huntington's and known 
not only for  their tendency to aggregate but also to  bind DNA non-specifically (for review 
see  Jimenez,  2010),  were  also  purified. In  particular,  we  detected  Microtubule-associated 
prote  in tau (Mapt), Amyloid beta A4 (A pp), alpha- and beta-Synuclein (Snca/b  ), Su peroxyde 
dismutase (Sod: Cu-Zn and Mn), Huntingtin (Htt), Huntingtin-interacting protein K (HypKk), 
Huntingtin interacting protein related-1  (Hiprl) and Ataxin-10 (AtxnlO) (unpublished data). 
More interestingly, we identified proteins which are not recognized in the literatme to bind 
DNA. Of particular interest, we found Apolipoprotein E (ApoE), Clusterin (Clu, also known 
as  ApoJ),  Phosphatidylinositol-binding  clathrin  assembly  protein  (Picalm),  Bridging 
integretor  1  (Bin 1  ),  High  density  lipoprotein  binding  prote  in  (Hdl-bp)  and  alpha-2-91 
macroglobulin receptor-associated protein also known as  Low density lipoprotein receptor-
related protein associated protein 1 (Lrpapl) (Table 1).  Due to the novelty of ApoE binding 
to  DNA and  its  association with  neurodegenerative  diseases,  we  further  investigated  the 
implication of this protein on APOD gene regulation. ApoE was detected in both conditions 
in regions 1, 2 and 3 and only in control nuclear ex tracts in regions 4, 5 and 6 (Table 1  ). 
4.6.2 APOE localizes in the nucleus ofU87, U373M and HepG2 celllines 
Severa!  studies  already  reported  the  nuclear  localization  of APOE  111  different  cell 
types su  ch  as  Human forskin  fibroblast  (AGO 1518),  Chinese-Hamster Ovary  (CHO)  cells, 
ovarian cancer cells (OVAR3) and from various rat tissue cells such as  brain and liver (Chen 
et al., 2005; Kim et al., 2008b; Panin et al., 1998; Panin et al., 2000; Quinn et al., 2004). We 
performed immunofluorescence and confocal microscopy to  investigate the possible nuclear 
localization of APOE in glioblastoma astrocytic cells (U87 and U373M; Fig. 2)  cultured in 
normal conditions. APOE was found predominantly in the cytoplasm and to a lesser extent in 
the nucleus in a punctate pattern. The same pattern of nuclear localization was  also seen in 
human hepatic cells HepG2 (data not shown). 
4.6.3 APOE3 and E4 bind the APOD promoter in vivo 
Since APOE was found in the nucleus, we investigated its binding to  DNA. The binding 
specificity of APOE on the APOD promoter was verified by ChiP assay. We found that the 
APOD  promoter  was  immunoprecipited  by  both  APOE  and  TFIID  (positive  control) 
antibodies  in  U87,  U373M and HepG2  cells  (Fig. 3a).  When  overexpressing the  different 
isoforms of !J>OE (E2,  E3  and E4) tagged  with DDK in  U87  cells,  we  demonstrated that 
only E3 and E4 but not E2 could be detected on the APOD promoter compared to the control 
(empty pCMV6 vector; Fig. 3b). These results are consistent with the fact that the  U87 and 
HepG2 cells genotype is E3/E3  (Riddell et al., 2008). However, to our knowledge, the APOE 
genotype ofU373M cells is unknown. 92 
4.6.4 APOE3 and E4 repress the APOD promoter activity 
Since  both · mouse  and  human  ApoE  proteins  were  detected  on  the  human  APOD 
promoter by mass spectrometry analysis and ChiP assay, we next attempted to  determine if 
APOE  could  regulate  APOD  expression  in  U87  cells  under  different  stress  conditions. 
Indeed, we previously demonstrated that both mouse and human ApoE gene  expression is 
upregulated in severa! stress conditions such as growth arrest and inflammation in  different 
celllines, more precisely in human astrocytic cells (U373) and NIH/3T3  murine fibroblasts 
(Do  Carmo et al., 2002;  2007). Therefore, U87  cells were co-transfected with the different 
APOE isoforms  eDNA in  pCMV6 vector and a  construct containing the  APOD promoter 
upstream of the luciferase reporter gene (  -728/+4-apoD-pGL3).  The luciferase activity was 
analyzed in nonnal (10% serum), serum-starved (0.2% serum) and inflammatory conditions 
(LPS; lOug/ml). At 24h post-transfection (Fig. 4a), both APOE3 and E4 repressed the APOD 
promoter activity in  normal  and semm-starved conditions  compared  to  the  control  (empty 
vector) while E2 isoform had no effect. In inflammatory conditions, the APOD promoter was 
repressed  in  the  control,  but  this  repression  was  less  prominent  in  the  presence  of E2. 
Moreover, E4 isoform repressed the APOD promoter activity compared to  the control, with 
E3 having no effect. 
Furthermore,  we  used  specifie  siRNA  against  APOE gene  to  verify  if the  repressive 
activity of E3  isoform in  U87  cells  could be reversed, since this  cell line harbors a E3/E3 
genotype.  Indeed,  blocking  the  expression  of APOE  in  U87  cells  for  up  to  48h  post-
transfection  of  specifie  siRNA  (siApoE)  (Fig.  4b ),  significantly  transactivated  the  apoD 
promoter in all conditions tested (Fig. 4 c). These results show that APOE3 and E4 negatively 
regula  te APOD gene expression. 
4.6.5 ApoD and ApoE expression correlation in the mouse cortex layers 
Using  the  FPKMs  values  for  each  genes  from the  transcriptomic  Atlas  of  the  mouse 
Neocorticallayers (Table 2), we applied a Pearson's correlation test between ApoE and ApoD 
gene expression  (Table 3). We did not observed expression correlation between ApoE and 
ApoD genes for sections A-F (r=0,05; Table 3). However, for sections B-F, the expression of 93 
ApoD  and  ApoE  is  negatively  correlated  in  dorsal  cortex  and  lateral  cottex  (F-0.85; 
p<O.OOS).  This negative correlation is  not observed in somatosensory Sl probably due to  an 
upregulation of  ApoE expression in section F which is not observed in dorsal or lateral cottex 
(Table 2, indicated in  bold). A positive correlation between ApoD and ApoE gene expression 
was  observed  for  sections  A-B  in  somatosensory  Sl,  dorsal  and  lateral  cortex  (r=0.82; 
p<0.05). 
4.6.6 ApoD and ApoE expression correlation in the mouse cottex layers 
Using  the  FPKMs  values  for  each  genes  from  the  transcriptomic  Atlas  of the  mouse 
Neocorticallayers (Table 2), we applied a Pearson's conelation test between ApoE and ApoD 
gene expression (Table 3). We  did  not observed expression  correlation bctween ApoE and 
ApoD genes for sections A-F (r=O,OS;  Table 3). However, for sections B-F, the expression of 
ApoD  and  ApoE  is  negatively  correlated  in  dorsal  cortex  and  lateral  c01tex  (r=-0.85; 
p<O.OOS). This negative correlation is not observed in  somatosensory S 1 probably due to  an 
upregulation of  ApoE expression in section F which is not observed in dorsal or lateral cortex 
(Table 2, indicated in bold). A positive correlation between ApoD and ApoE gene expression 
was  observed  for  sections  A-B  in  somatosensory  S 1,  dorsal  and  lateral  cortex  (F0.82; 
p<O.OS). 94 
4.7 DISCUSSION 
The  APOD  gene  is  upregulated  in  severa!  neuropathological  disorders  such  as 
Alzheimer's  disease  (AD),  menogoencephalitis  (Terrisse  et  al.,  1998),  multiple  sclerosis 
(Reindl et al.,  200 1),  and Parkinson's disease (Ordonez et al.,  2006). APOD concentrations 
are  increased  by  350  and  60%  in  the  cerobrospinal  fluid  (CSF)  and  hippocampus, 
respectively,  of patients  with  AD  compared  with  normal  subjects  (Terrisse  et  al.,  1998). 
ApoD gene  expression  is  also  upregulated  in  the  central  nervous  system  (CNS)  of mice 
infected with viruses, which cause encephalitis, such as  HSV-1  (herpes simplex type-1 virus; 
Kang et al., 2003b), Sindbis virus (Johnston et al., 2001), JEV (Japanese encephalitis virus; 
Saba  and  Rangarajan,  2003),  rabies  virus  (Prosniak  et al., 2001)  and  human  coronavirus 
OC43 (HcOV43; Do Carmo et al., 2008). In OC43-infected mice, ApoD gene expression was 
found  upregulated  by  five- and  seven-fold  in  the  cortex  and  hippocampus,  respectively. 
Severa! studies have speculated a neuronal protective role for ApoD (del Valle et al., 2003; 
Desai et al., 2005; Franz et al.,  1999; Khan et al., 2003; Navarro et al., 2008; Ordonez et al., 
2006; Tenisse et al.,  1999; Thomas et al., 2001) and overexpression of APOD in neurons of 
transgenic  mice  confers  neuroprotection (Do  Carmo et al.,  2008; Ganfomina et al., 2008) 
and/or an improved repair potential. 
The study presented herein reports the identification of severa! nuclear factors, from the 
cortex of control and OC43-infected mice, that bind the human APOD promoter. Among the 
nuclear  factors  identified,  we  were  particularly  interested  in  th  ApoE  DNA-binding 
properties mostly because these two genes share common biological features. More precisely, 
both ApoD and ApoE proteins vary in concentration in severa! neurodegeneratives diseases, 
binds to high-density-1ipoproteins (HDL) (McConatby and Alaupovic, 1976), are involved in 
regenerative and reinnervation in the peripheral nervous system (PNS) (Boyles et al., 1990a; 
Ganfomina et al., 201 0).  The  ir expression is regulated after enthorinal cortex lesioning of the 
rat brain (Terrisse et al., 1999) and in severa! stress conditions,  such as growth arrest caused 
by serum deprivation (Do Canno et al., 2002; Kim et  al., 2008b; Provost et al., 1991a) and 
inflammation (Do Carmo et al., 2007). Moreover, under stress conditions, ApoD (Do Carmo 95 
et al., 2007) and ApoE (Do Canno et al., 2007; Kim et al., 2008b; Quinn et al., 2004) were 
shown to  enter the  nucleus.  Finally,  both proteins  colocalize with  amyloid  ~  (A~) within 
senile plaques and neurofibrilla1y tangles of AD brain tissue (Desai et al.,  2005; Kalman et 
al., 2000; Navarro et al., 2003). 
Using streptavidin beads and biotinylated PCR-amplified DNA complex, we showed that 
ApoE binds to  all six regions of the apoD promoter from nuclear extracts obtained from the 
cortex of either control or OC43 infected-rnice (Table 1). This results shows that ApoE may 
be constitutively bound on the APOD promoter in both nonnal and pathological conditions 
and demonstrate for  the first  time a DNA-binding activity for ApoE.  Since ApoE does  not 
contain any DNA-binding domain or NLS, we speculate that it binds the APOD promoter by 
interaction  with another nuclear protein.  Despite this  fact,  APOE  nuclear  localization  has 
already been demonstrated in severa! cell types and tissues, including brain and liver (Chen et 
al.,  2005; Kim et al., 2008b; Panin et al.,  1998; Panin et  al.,  2000).  Here, we confirm  that 
APOE is  localized to  the nucleus of human hepatic and glioblastoma cells  (Fig.  2)  and we 
clearly  demonstrate by ChiP assays  that E3  and  E4  isoforms, but not E2,  could  bind  the 
APOD promoter in vivo (Fig. 3). 
The mechanism by which APOE may escape the secret01y or endocytic pathways and be 
directed to  the nucleus is  still obscure. It is  quite possible that APOE enters  the cytoplasm 
through interaction with cellular receptors such as  low density lipoprotein receptor (LDLr) or 
LDLr-related  familly  members  (LRP) and once  inside  the cytoplasm could migrate  to  the 
nucleus via importins or nucleolin (Semenkovich et al.,  1990; Shibata et al.,  2002).  We did 
not  identify  any  known  ApoE  binding  receptors  among  those  factors  binding  the  apoD 
promoter but se veral functional related A  poE pro  teins were identified su  ch as  Lrpap 1, ApoJ 
and  Hdl-bp  (Table  1).  Interestingly,  ApoJ  is  also  implicated  in  severa!  aspects  of AD. 
Effectively, its  gene  expression is  induced in AD (May et al., 1990) and  plays pleiotropic 
functions  such  as  removal  of amyloid-~ peptides 'and  fibrils,  brain  cholesterol  and  lipid 
homeostasis  in  association with ApoE  (  for  review  see  Nuutinen et al.,  2009).  Moreover, 
ApoJ is  localized in  the  nucleus  in  complex with Ku70,  a DNA binding subwüt of DNA-96 
dependent  protein  kinase  (DNA-PK)  (Yang  et  al.,  2000).  Also,  several  genome-wide 
association studies (GW  AS)  have identify and associated PI CALM, BIN1  and CLU genetic 
polymorphisims with AD (for review see Lambe1t and Amouyel, 2011), which were all found 
on  the  APOD promoter.  PICALM and BIN1  are  both  associated  with  clathrin  endocytic 
pathways (Hollingworth et al., 2011 ; Pant et al., 2009). 
Despite the fact that several studies have clearly demonstrated the presence of APOE in 
the nucleus, its underlying role in this organelle remains unclear. It was speculated that ApoE 
could play a role in transcriptional activity (Panin et al., 2000; Quüm et al., 2004; Zhao et al., 
2011). In this present work, we clearly demonstrated that APOE is  implicated directly at the 
promoter  level  in  gene  transcription  regulation.  Indeed,  overexpression  of E3  and  E4 
isoforms significantly inhibited the APOD promoter in normal and serum-starved conditions 
24h  post-transfection  while  E2  had  no  effect  (Fig.  4a).  Unexpectedly,  in  inflammatoty 
conditions, the APOD promoter appeared repressed  in  contradiction with  previous findings 
(Do Carmo et al., 2007). This apparent discrepency is very likely due to  the incubation time 
used (24h in this study versus 3-6 days). Moreover, ApoE gene expression is upregulated by 
LPS  in  astrocytes  and  monocytes  but repressed  in  macrophages  (Gafencu  et  al.,  2007). 
Therefore,  inhibition  of APOD  promoter  activity  in  presence  of LPS  may  be  due  to 
endogenous  induction of APOE gene  in  U87  cells. Also  specifie  siRNA  directed  against 
APOE gene releived the APOD promoter from repression (Fig. 4c). In this experiment, only 
the APOE3 isoform could be targeted with a specifie siRNA due  to  the E3/E3 genotype of 
U87 cells (Riddell et al., 2008).  Since a neuroprotective role for APOD has  been proposed, 
the fact that the E4 and E2  alleles represent a greater and a lower risk for developping AD, 
respectively  is  in  agreement with  our results  of the  effect of these  isoforms  on  the  apoD 
promoter activity.  In contrast, the repressive activity of E3 isoform on the APOD promoter 
does  not correlates  weil with APOD  neuroprotective role since  the E3 allele is considered 
more beneficiai than E4 in  AD.  Considering the clearly established neuroprotective role of 
APOD, it is tempting to speculate that the neuroprotective action of APOE2 is due to the fact 
that it does not üù1ibit APOD expression. It would be interesting to  further investigate this 
mechanism of regulation of the APOD promoter by APOE isoforms using glioblastoma cell 97 
lines  with  different APOE genotype  (E2/E2  and E4/E4)  and  also  using knock-in mice  for 
each  human  apoE  isoforms.  Such  experiments  will  clearly  clarify  the  overall  picture 
regarding the role of each APOE isoforms on APOD gene regulation. 
In human brain, APOD gene regulation is positively conelated with age at the opposite 
for  APOE (Belloir et al.,  2001; Elliott et al.,  2010; Kalman et al.,  2000; Kim et al.,  2009; 
Navarro  et  al.,  2010).  Interestingly,  it  was  demonstrated  that  the  increase  of APOD  and 
decrease  of APOE  concentrations  in  the  CSF  and brain  respectively  of AD  patients  are 
conelated in  a  dose-dependent  manner with  inheritance  of the  E4  allele  (Bertrand  et al., 
1995; Leduc et al.,  2011; Riddell et al., 2008; Tenisse et al.,  1998). This conelation is  also 
observed in the cotiex, cerrebellum and hippocampus of apoE-KO mice where ApoD protein 
expression is  increased (Jansen et al.,  2009;  Tenisse et  al.,  1998).  Also,  the  expression of 
ApoD  and  ApoE  genes  is  differentially  modulated  in  rats  hippocampus  4  days  after 
entorhinal cortex lesioning where ApoD is upregulated ipsilaterally and ApoE downregulated 
bilaterally (Terrisse et al., 1998). Perdomo and Henry Dong (2009) also reported an increase 
of ApoD plasma levels in a mouse mode! of atherosclerosis using  3 months old  ApoE-KO 
mt ce. 
Based  on  the  ABA  database,  we  observed  qualitatively  that ApoD and ApoE mRNA 
expression are inversely correlated in the mo use  cortex during development (Fig. S l ), and 
also in severa1 brain regions of 56 days old mice (Fig. S2). Effectively, ApoE mRNA appears 
strongly expressed in the cortex, hippocampus and plexus choroid (Fig. S2b-d)  in contrast to 
ApoD  gene  expression.  Furthermore,  this  inverse  conelation  was  also  observed  in  a 
transcriptornic atlas of the mouse brain neocortex for lay ers IV-VI conesponding to section 
B-F  (Table  3).  However,  a  positive  conelation  was  shown  in  cortex  layers  I-IV 
conesponding to section A-B which is apparently attributable to  higher ApoD expression in 
sample A relative to sample B (Table 3). In situ hybridization data from the ABA database in 
developing  brain  (Fig.  S1)  and  previous  work  suggest  that ApoD mRNA,  like  ApoE,  is 
expressed in the pia mater of the subarachnoid space in monkey and rab bit brain (Provost et 
al.,  1991 b; Smith et al.,  1990), sorne of which could have been swept into the dissection of 98 
section A. These cells and the perivasicular fibroblasts  of the  subarachnoidal space derive 
from  different  lineages. It is  thus  possible  that,  in  those  particular  cell  lineages  such  a 
negative regulatory relationship is overpowered by other transcription factors. The significant 
negative  correlation seen elsewhere (sample B-F corresponding to  cortex  layers  IV-VI)  is 
certainly consistent with our experimental findings of a  negative regulatory relationship in 
glia.  However,  the  cell-type  specificities  of ApoE  and  ApoD  could  be  an  alternative 
explanation. I:ndeed, the expression profile of  ApoE is  quite similar to the expression profile 
of many  astrocyte-specific  genes  while  the  expression  profile  of ApoD  is  similar  to  the 
expression profile of  many oligodendrocyte-specific genes (Cahoy et al., 2008). 
In conclusion, several proteins were identified that bi:nd the APOD promoter in vitro from 
a mouse model of  acute encephalitis i:nduced upon infection by the human OC43 corona  virus. 
Our  results  demonstrate  a  novel  function  for  APOE  through  binding  and  regulating  the 
APOD promoter. W e also observe an inverse correlation between the ApoE and ApoD gene 
expression in  most regions of the mouse brain as  well as during development. This inverse 
correlation certainly requires further investigations. Moreover, APOE could,  as  a potential 
transcription factor, be involved in severalneuropathological disorders. 99 
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Table  4.1.  Selected  identified  proteins  from  the  mass  spectrometry  analysis 
binding the APOD promoter. Nuclear extracts from the cortex of control (ctrl) or OC43-
infected  mice  were  incubated  with  six  overlapping  regions  (1-6)  of the  APOD  promoter 
(approx. 200pb for each region) bound to streptavidin beads. The bound proteins were eluted 
and  analyzed  by  SDS-PAGE  and  silver staining.  Bach  well  was  eut  in  14  distinct bands, 
eluted and analyzed by mass-spectrometry analysis (LC-MSMS velos) after tryptic digestion. 
For each region,  the number of peptides which allowed protein identification are indicated. 
MW,  Mo1ecular Weight.  Unless indicated with  *,  all proteins were identified with peptides 
with minimum 99.9% probability. 
region 1  region 2  region 3  region 4  region 5  region 6 
Protein ID  Ace. No  ctrl  OC43  ct  r-I  OC43  ctrl  OC43  ctrl  OC43  ctrl  OC43  ct ri  OC43 
ApoE  P08226 
Clu/apoJ  Q06890  6 
HDL-BP  Q3V1M8  15  8  15  12  10  13 
LRPAPl"  Q3V1M8 
BINl  008539  33  26  20  25  28  27  31  24  26  29  28  22 
PICA  LM  Q3TD51 101 
Table 4.2.  FPKMs values  for ApoD and ApoE  genes. The FPKMs values were obtained 
from (Belgard et al., 201 1). FPKMs values for ApoD and ApoE in the six sections layers (A-
F;  from  superficial  to  deep  layers)  of somatosensory cortex  (S 1), .dorsal and  lateral cortex 
(DC; LC). For somatosensory cortex (Sl), section B was done in duplicate. 
FPKM (fragments per kilo  base of exon model per 
Gene  GENE  ID  million reads mapped) 
SOMATOSENSORY CORTEX  A  Bl  82  c  D 
ApoD  ENSMUSG00000002985  78,5686  20,2918  33,3066  46,2856  58,6014  101,871  293,871 
A  poE  ENSMUSG00000002985  1484,84  897,763  664,742  563,017  507,324  423,845  750,515 
DORSAL CORTEX  DCA  DCB  DCC  DCD  DCE  DCF 
ApoD  ENSMUSG00000002985  169,173  43,2737  67,7391  110,61  164,592  273,522 
A  poE  ENSMUSG00000002985  3392,72  2709,79  2471,74  2103,72  1879,52  824,348 
LATERAL CORTEX  LCA  LCB  LCC  LCD  LCE  L CF 
ApoD  ENSMUSG00000002985  150,411  96,6178  107,019  113,292  174,006  181,347 
A  poE  ENSMUSG00000002985  4637,85  3191,89  2196,49  1668,19  1826,03  1501,04 102 
Table  4.3.  Pearson's  correlation  of  ApoE  expression  compared  with  ApoD  gene 
expression. Pearson's correlation was calculated from FPKMs values shown in Table S3.  In 
colurnn  « Sl-DC-LC  (A-F) »,  the  coefficient  correlation  values  were  calculated  for  all 
samples (A-F) in somatosensory (Sl), Dorsal cortex (DC) and Lateral cortex (LC). In colurnn 
« Sl-DC-LC (A-B) », the coefficient correlation values were calculated only for samples (A-
B).  In the  last column « DC-LC (B-F) »,  the coefficient values were calculated for samples 
(B-F) in Dorsal and Lateral cortex. ap<0.05, bp<O.Ol, cp<0.005. 
Protein  GENE ID  Pearson's coefficient correlation 
Sl-DC-LC (A-F)  DC-LC (A-B)  DC-LC (B-F) 
A poE  ENSMUSG00000002985  0,05  -0,85c 103 
4.9 FIGURE LEGENDS 
Figure 4.1. Sequence of the proximal APOD promoter and biotinylated prim  ers used for 
amplification  of  smaller  overlapping  regions.  A)  Schematic  representation  of  the 
5'flanking  region  of the  APOD promoter  (-828/+64)  showing  severa!  known  responsive 
elements  (Lambert et  al,  1993;  Do Carmo  et al.,  2002)  and  the  positions  of the  primers 
(indicated  with  arrows  of different  colors).  Six  overlapping  regions  ((1-6)  of the  APOD 
promoter  were  amplified  by  PCR.  B)  Nucleotide  sequence  of the  primers  with  their 
respective  positions  on  the  APOD  promoter.  C)  Silver  stained  SDS-PAGE  showing 
differences in band intensity between control and OC43 nuclear extracts. Proteins were eluted 
from region 1. 
Figure 4.2. Analysis of cellular localization of APOE in U87 and U373 cells. Cells were 
grown at approximately 50% confluence, fixed  and  immunostained using a specifie APOE 
an  ti body  and  Alexa  Fluor  488-conjugated  secondary  an  ti body  (green  fluorescence).  The 
nucleus was stained with Propidium lodi  ne (PI; red fluorescence) and cells were observed by 
immunofluorescence A) and confocal microscopy B). 
Figure 4.3. APOE interacts with the APOD promoter in vivo. A) Human hepatic (HepG2) 
and  glioblastoma  (U87;  U373)  cells  were  collected  for  chromatin  immunoprecipitation 
assays.  The  input  and  chromatin  immunoprecipitation  products  were  amplified  by  PCR 
reactions  corresponding  to  the  region  -397  to  +64  of the  APOD  promoter.  The  input 
represents  10%  of the  cell  lysate.  Mock,  no  an ti body; a  - TFIID, positive control;  a -IgG 
(secondary  goat),  negative  control.  B)  U87  cells  transfected  with APOE  eDNA  isoforms 
tagged with DDK and treated as in A). 
Figure 4.4. Regulation of the APOD promoter by APOE isoforms. Human glioblastoma 
U87 cells were co-transfected with vectors containing a luciferase reporter construct under 
the 5'-flank:ing region (-728/-4) of the APOD promoter gene, the eDNA corresponding to the 
three APOE isoforms (E2; E3  and E4), the plasmid pcDNA-LacZ and the control (CTRL-) 
corresponding  to  the  empty  vector.  After transfection,  cells  were  cultured  in  media  with 104 
serum (10%)  or without serum (0.2%) or with Lipopolysaccharide (LPS:  lOug/ml)  for 24h 
A).  Westem  blot  analysis  of APOE  in  cells  transfected  by  specifie  siRNA  at  different 
concentrations to document expression inhibition B).  Effect of specifie siRNA against APOE 
(siApoE; dark grey bars) or non-specifie siRNA (ns-siRNA; negative control) on the APOD 
promoter activity 48h post-transfection D). Figure 4.1 
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4.10 SUPPLEMENTARY MATERIAL 
Figure 4.1S. Representative in situ hybridizations of  ApoD and ApoE genes in the mouse 
cortex  during  development.  These  images  were  obtained  from  the  ABA  website 
(http://www.brain-map.org)  with  their  corresponding  relative  gene  expression  intensities. 
Comparisons were made throughout development, from E. l8.5  to 24 months for ApoD and 
33 months for ApoE. 
Figure 4.28. Representative in situ hybridations of ApoD and ApoE genes in  the mouse 
brain. These images were obtained from the ABA web site (http://www.brain-map.org) with 
their corresponding relative gene expression intensities in  different brain areas of-56 day  old 
mice.  A)  Total  brain.  B)  Hippocampus.  Field  CAl;  CA2;  CA3;  DG,  dentate  gyrus.  C) 
Cerebral  cortex  (isocortex).  Layers  I-VI;  CC,  corpus  collasum.  D)  Plexus  choroid.  E) 
Cerebellar co1iex. ML, molecular layer; PL, Purkinge layer; GL, granular layer. 110 
Figure S4.1 
A poE  ApoD Figure S4.2 
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111 CHAPITRE V 
THE CORONA  VIRUS OC43 NON-STRUCTURAL PROTEIN NS2 BINDS AND 
TRANSACTIV  ATE THE APOLIPOPROTEIN D PROMOTER 




Parmi les  nombreuses protéines nucléaires  liant le  promoteur d'APOD dans un modèle 
murin  d'encéphalite aigüe,  nous  avons  identifié  la protéine Ns2  (« Non-structural protein 
2 »)  du corona  virus  humain OC43  (HCo  VOC43).  Dans  le chapitre III,  nous montrons que 
cette  protéine  virale  lie  plusieurs  régions  du  promoteur  d'APOD,  régions  contenant  des 
éléments  de  réponses  en  commun.  Effectivement,  les  régions  1,  3  et  4  (liées  par  Ns2) 
contiennent  toutes  des  éléments  de  réponses  ERE  (« Estrogen  Responsive Element »)  et 
APRE («A  cu te Phase Responsive Element»). De plus, dans la littérature, cette protéine est 
très peu caractérisée et sa fonction demeure toujours inconnue. Sachant que l'  APOD joue un 
rôle  neuroprotecteur dans  ce  modèle  de  neurodégénérescence,  nous  avons  vérifié  si  cette 
protéine pouvait réguler le promoteur d'APOD. 
Notre  équipe  a  aussi  démontré  que  ce  rôle  neuroprotecteur  d'  APOD  semble  être 
étroitement lié à sa capacité à réguler plusieurs processus inflammatoires. Nous avons donc 
analysé 1' expression de plusieurs protéines impliquées dans l'inflammation, patticulièrement 
dans les maladies neurodégénératives. L'une des approches thérapeutiques très prometteuses 
est celle ciblant l'activation du facteur de transcription PPARy. Celui-ci joue un rôle central 
dans la neuroinflammation et des ligands synthétiques activant cette protéine se sont révélés 
bénéfiques dans  plusieurs modèles  de  maladies neurodégénératives  chez  la souris  et  aussi 
dans des essais cliniques chez des patients atteints d'Alzheimer. Effectivement, PP  AR  y joue 
un rôle important dans la voie du cholestérol elle-même impliquée dans le développement de 
la  maladie  d'Alzheimer.  Elle  activerait  l'expression  de  gènes  anti-inflammatoires  et 
réprimerait  les  gènes  pro-inflammatoires  par  l'intermédiaire  de  voies  de  signalisation 
impliquant  NF-KB,  ERK.l/2,  STATl/3  et  COX-2.  De  la  même  manière,  l'emploi  de 
molécules  activant la protéine AMPK fait  l'objet d'intenses études qui  montrent aussi  des 
effets bénéfiques contre ces maladies. 
Nous  avons  aussi  regardé  l'expression  de  la  protéine  Ido  (« indoleamine-2,3-
dioxygenase »),  c01mue  pour jouer un rôle  important dans  les  maladies  auto-immunitaires 114 
telles  que la  sclérose en plaques. L'expression de  cette protéine est induite en présence de 
cytokines  (interféron-a  et -y)  secrétées  par  les  cellules-T  lors  d'inflammation chronique. 
L'activité enzymatique de cette protéine, qui dégrade le tryptophane, supprimerait la réponse 
irrununitaire  des  cellules  T-spécifiques  d'antigènes et activerait  les  cellules  T  régulatrices 
(suppresseur). L'induction de cette protéine dans plusieurs modèles murins de maladies auto-
immunes  telles  que  l'encéphalite  auto-irrunune  expérimentale  (EAE  «Experimental 
Auto  immune Encephalomyelitis ») démontre qu'elle joue aussi un rôle bénéfique. De plus, ce 
mécanisme  d'immunotolérance  survient  naturellement  lors  de  la  grossesse  chez  les 
mammifères. L'IDO inhiberait les  réponses immunitaires médiées par les  cellules-T  contre 
les antigènes foetaux hérités du père. De la même manière, les femmes enceintes atteintes de 
sclérose  en  plaques  voient  leurs  symptômes  disparaître  par  le  même  processus 
d'immunotolérance régulé par l'enzyme IDO. 
L'analyse de ces  protéines clefs  impliquées dans  l'inflammation a  été faite  à partir de 
cortex de souris de type sauvages (WT) et transgéniques pour le gène humain d'APOD (Tg-
apoD) et infectées ou non par le coronavirus OC43. J'ai élaboré le design de cette étude et 
effectué  les  analyses  par  immunobuvardage  et  RT-PCR  concernant  l'expression  des 
différents gènes de même que les tests de luciférase. La Dre Hélène Jacomy a effectué  les 
injections de virus OC43 dans les souris et effectué le suivi des animaux. Elle a aussi prélevé 
les  différents  tissus cérébraux de souris. Le Dr Marc Desforges a construit le  virus mutant 
déficient  en  protéine  Ns2  (OC43de1Ns2)  et  le  Dr Pierre  Talbot  a  supervisé  les  travaux 
effectués à 1  'Institut Armand Frappier. 115 
5.2RÉSUMÉ 
Nous avons démontré précédemment que la surexpression de l'apolipoprotéine D (ApoD) 
dans  des  souris  transgéniques  confère  une  nemoprotection  contre  le  coronavirus  humain 
OC43  (HCo  VOC43) en régulant les  processus inflammatoires dans le  cerveau. Nous avons 
aussi  identifié plusieurs facteurs  nucléaires capables de  lier le promoteur du  gène dans un 
inodèle de  souris atteintes d'encéphalite aiguë et,  parmi ces  facteurs, nous avons  purifié la 
protéine non-structmale Ns2 du coronavirus OC43. Dans la présente étude, nous démontrons 
que  la  surexpression  du  gène  Ns2  transactive  le  promotem  d'APOD  dans  des  cellules 
NIH/3T3.  L'injection  intracérébrale  d'un  virus  mutant  déficient  en  protéine  Ns2 
(OC43de1Ns2), contrairement au virus de type sauvage, ne provoque pas une induction aussi 
forte d'  ApoD dans plusieurs régions du cerveau. De plus, nous montrons que les  protéines 
Nf-Kb (p50), Ppar-y et l'indolearnine-2,3-dioxygénase (ldo) sont réprimées dans Je  cortex de 
souris  infectées par rapport  aux  souris  contrôles.  Par contre,  ces  protéines  sont fortement 
induites chez nos somis transgéniques pour le gène d'APOD humaine. Erkl/2 et Stat-3  sont 
activées chez les  souris infectées, transgéniques ou non. Fait intéressant, la  phospborylation 
d'Ampk est induite dans les  souris transgéniques infectées.  Suite à l'infection, l'expression 
des gènes Stat-1 et Cox-2 est augmentée dans le cortex, l'hippocampe et le cervelet de souris 
de  type sauvage alors que l'expression de Stat-3  n'est modulée que dans  le  cervelet.  Dans 
l'ensemble, nos résultats suggèrent une fonction pour la protéine Ns2 du coronavirus humain 
OC43 dans sa capacité à lier le promoteur d'APOD et de réguler son expression à la  hausse. 
Nous pr'sumons  donc  que  l'effet  neuroprotectem de l'APOD  s'exerce par l'entremise  de 
divers  facteurs  clés  reliés  à  l'inflammation  et  impliqués  dans  les  maladies 
nemodégénérati  v  es. 
Mots-clés :  apolipoprotéine  D  (ApoD),  OC43,  encéphalite  aiguë,  protéine  non-structmale 
Ns2 (Ns2), inflammation. 116 
5.3 ABSTRACT 
We  previously  demonstrated  that  overexpresswn  of  apolipoprotein  D  (ApoD)  in 
transgenic mi ce confers neuroprotection against human corona  virus OC43  (HCo  VOC43) by 
regulating inflammat01y process in the brain. We also identified several nuclear factors that 
bind the  human APOD promoter  in  this  mouse model  of acute encephalitis  using  several 
overlapping promoter regions  as  bait.  Among these  nuclear factors,  we  purified the  Non-
structural  protein  2  (Ns2)  of the  coronavirus  OC43.  In  the  present  study,  we  show  that 
overexpression  of Ns2  gene  transactivates  the  APOD promoter  in  NIH/3T3  cells.  Also, 
intracerebral inoculation of an OC43  virus mutated in the Ns2 gene (OC43delNs2) does not 
show ApoD protein induction in several regions of the mouse brain as  high as  for the wild-
type  OC43  virus.  Furthermore,  we  show  that Nf-Kb  (p50),  Ppar-y  and  indoleamine-2,3-
dioxygenase (ldo) pro  teins are repressed in the cortex of infected mi ce compared to controls. 
However,  these  proteins  are  strongly  induced  in  infected  mice  transgenic  for  the  human 
APOD gene. Both Erkl/2 and Stat-3 are activated in infected wild-type and transgenic rnice. 
Interestingly, Ampk phosphorylation is  induced in infected transgenic mice. Upon infection, 
both  Stat-1  and  Cox-2  gene  expression  are  upregulated  in  the  c011ex,  hippocampus  and 
cerrebellum  of wild-type  mice,  whereas  Stat-3  was  only  induced  in  the  cerebellum.  All 
together, these results describe a new function for the OC43 Ns2 protein in its ability to bind 
and upregulate the ApoD gene expression in  vivo. We speculate that APOD neuroprotective 
role may be through regulation of key inflammat01y factors implicated in neurodegenerative 
diseases. 
Keywords:  apolipoprotein  D  (ApoD),  OC43,  acute  encephalitis,  Non-structural  protein  2 
(Ns2), inflammation. 117 
5.4 INTRODUCTION 
Human coronaviruses (Hco  Vs) are enveloped positive-stranded RNA virus es responsible 
for respiratory infections (for review see Chauhan et al., 2008) that have been associated with 
gastrointestinal  (Myint et al.,  1994)  and  neurological  disorders  such  as  multiple  sclerosis 
(Vabret  et  al.,  2003).  The  two  prototype  strains  of HCoVs  are  HCoV229E  (Ha1111·e  and 
Procknow, 1966) and HCoVOC43 (Boucher et al., 2007; Burks et al., 1980; Cristallo et al., 
1997; Murray et al., 1992; Salmi et al.,  1982; Stewart et al., 1992; Talbot et al., 2001) and 
contain four structural proteins: spike (S), membrane (M), Haemagglutinin-esterae (HE) and 
nucleocapsid  (N)  (Mclntosh et al.,  1967a;  Mclntosh et al.,  1967b).  The  HCoVOC43  also 
harbors several open reading frames  (ORF) which encode non-structural proteins including 
the Ns2 protein (ORF2) (Mounir et al.,  1993). However, its putative role remains unknown. 
C57BL/6  mice  infected  with  HCo  VOC43  show  signs  of acute  encephalitis  with  neurons 
vacuolation and  de generation  by both necrotic  and  apoptotic  death  (La  bonte  et  al.,  1995; 
Mounir et al., 1993). 
APOD is a lipocalin family member that transports small hydrophobie molecules such as 
sorne  steroid molecules, bilirubin and arachidonic acid (AA) (Jacomy et al., 2006;  Jacomy 
and  Talbot,  2003).  APOD  is  upregulated  in  several  neurodegenerative  diseases  such  as 
Alzheimer,  Parkinson  and  multiple  sclerosis  (Ordonez  et  al.,  2006;  Rassati  et  al.,  2000; 
Reindl et al., 2001; Terrisse et al., 1998). We showed earlier thatApoD!ApoD transcript and 
protein  are  upregulated  in  the  brain  of  OC43-infected  mice  (Rassart  et  al.,  2000).  More 
importantly, OC43-infected mice transgenic  (Tg)  for the  human APOD gene have a better 
survival rate compare to  their wild-type (WT) littermates.  This correlated with a reduced T-
cell  infiltration  and  phospholipase  A2  (PLA2)  activity  and  also  increased  astrocytes  and 
microglial  activation  (Do  Carmo  et  al.,  2008).  Cytokines  and  chemokines  were  also 
modulated  in  transgenic  mice  (Tg)  during  infection  compared  to  WT.  Therefore,  we 
speeulated  that  APOD  may  be  beneficiai  through  regulation  of  several  aspects  of 
inflammation including COX-2, PPARy and NFkB pathways. 118 
Using the OC43 mou se mode! of neurodegenerative disease, we identified severa! nuclear 
factors from the cortex of  control or OC43-infected mi ce which bind a fragment of the human 
APOD promoter in the region -816/+64.  We demonstrate that, among these nuclear factors, 
the non-structural OC43 Ns2 protein binds the APOD promoter and regulate its expression. 119 
5.5 MATERIALS AND METHODS 
5.5.1 Cell culture and reagents 
Mouse fibroblast cells (NIH/3T3) were obtained from American Type Culture Collection 
(ATCC, Rockville,  MD)  and maintained in Dulbecco's modified Eagle  medium (DMEM; 
Invitrogen,  Carlslab,  CA)  supplemented with  10%  fetal  bovine  setum,  penicillin  G  (100 
units/ml) and streptomycin (100 flg/ml). NIH/3T3 cells were maintained at 37°C in a 5% C02 
humidified atmosphere and were fed every 2 days with fresh medium. 
5.5.2 Vitus and mice infection 
The HCoV-OC43  strain (rOC/ATCC number VR-759) was grown on the HRT-18 cell 
line and vitus stocks (10
65 TCID50/ml) were kept at -80°C as  previously described (Jacomy 
and Talbot, 2003). The mutated OC43 vitus (rOC/ns2stopdel) was obtained by mutating the 
fifth codon into a stop codon and deleting the region containaing amino acid 90 to  203  from 
the wild-type HCoV- OC43 strain. It was produced as the WT vitus. Mice were infected at 28 
da  ys postnatal (DPN) with intracerebral (IC) inoculation of 10  fll  containing 10  TCID50  of 
WT  or mutated  virus.  Control mi  ce  received an  intracerebral inoculation of 10  fll  of cell 
culture medium. Mice (C57  /BL6) were killed at 7 days postinfection (DPI), and brain  tissus 
were collected and kept at -80 oc until use. 
5.5.3 Extraction of total proteins 
For total protein extraction, brain tissues  were homogenized in  100 Ill  lysis buffer (50 
mM Tris-HCl, pH 7.3,  150  mM NaCl,  5  mM EDTA,  0.2%  Triton  X-100,  and  200  flM 
Sodium  orthovanadate  (Na3V04)  and  10%  CompleteTM  protease  inhibitors  (Roche, 
Indianapolis,  IN)).  After  30  min  incubation  at  4°C,  lysates  were  cleared  by  10  min  of 
centrifugation at 20,000xg at 4°C.  The protein concentration was determined at 595 nm using 
the Bio-Rad protein assay reagent (Bio- Rad Laboratories, Hercules, CA). 
5.5.4 Westem blot 
Protein extracts  (50flg)  were heated for  5  min at  95°C  and  loaded onto  a  12%  SDS-
polyacrylamide  gel. · The gel  was  subjected  to  electrophoresis  for  1 h  at  100  V  and  then 120 
transferred by electroblotting to a polyvinylidene difluoride (PVDF, Millipore, Bedford, MA) 
membrane for 45 min at 300 mA. Membranes were blocked for 1 h at room temperature with 
blocking buffer (PBS containing 0.2% Tween 20 and 5% skim milk powder) and incubated 
ovemight at 4 o c with anit-mouse GAPDH (1: 10  000;  Calbiochem, Darmstadt, Getmany), 
anti-goat ApoD (1: 1  000; Santa Cruz, CA) anti-mouse Nf-Kb-p50 (1: 1  000; Santa Cruz), anti-
mouse Ppar-y (1:1000;  Santa Cruz),  anti-rat Ido  (1:500;  Biolegend,  San Diego, CA),  anti-
rabbit Stat-3  (1:1000;  Cell Signaling Technology, Danver, MA), anti-rabbit phospho-Stat-3 
(1: 1000;  Cell  Signaling  Technology),  anti-rabbit  phospho-Arnpk  (1: 1  000;  Ce li Signa  ling 
Technology), anti-rabbit Erkl/2 (1: 1  000; Cell Signaling Technology) or anti-rabbit phospho-
Erkl/2 (1:1000; Cell Signaling Technology) antibodies in the blocking buffer. Subsequently, 
the  blots  were  incubated  at  room  temperature  with  a  secondary  horseradish  peroxidase 
conjugated anti-host antibodies in  the blocking buffer.  The blots were developed using the 
enhanced chemiluminescence method with autoradiography films  (Denville  Scientific Inc., 
Metuchen, NJ). 
5.5.5 Luciferase assays 
The eDNA of Non-structural protein 2 (Ns2) was cloned in piRES-EGFP (piRES-Ns2-
EGFP)  expression  vector.  The  empty  vector  (piRES-EGFP)  was  used  as  control.  The 
plasmids  were  transiently  co-transfected  in  NIH/3T3  cells  in  the  presence  of Polyfect 
(Qiagen) as recommended by the manufacturer, with a vector containing the APOD promoter 
upstream of the luciferase reporter gene (- 558/+64- and - 1760/+64-apoD-Luc). Forty-eight 
hours  post-transfection,  transfected  cells were  lysed  and  luciferase  activity  was  measured 
with the Dynex MLX microplate luminometer (MLX Dynex Technologies, Chantilly, VA) as 
already described (Do Carmo et al.,  2008). Each sample was co-transfected with the  ~-gal­
expressing  vector  for  nonnalization  (pcDNA-lacZ).  The  ~-galactosidase  activity  was 
measured using the  Galacto-Light™ kit (Applied Biosystems,  Bedford,  MS) according  to 
manufacturer's  suggestions.  Luciferase activity is  presented in Relative Light Units (RLU) 
and  represents  the  calculated  mean  ±  SD  of three  transfected  samples normalized  by the 
measured ~-galactosidase activity. 121 
5.5.6 Semi-quantitative RT-PCR 
Total  RNA  was  isolated  from  the  cmiex, hippocampus  and  cerebellum  of control  or 
infected mice  using  RNeasy Mini Kit (Qiagen,  Mississauga,  Ontario).  RNA  was  reverse-
transcribed  using  Omniscript  Reverse  Transcription  Kit  (Qiagen)  according  to  the 
manufacturer's  instructions.  The  reverse  transcriptase  products  (50  ng)  were  used  for 
amplification  with  specifie  pnmer  for  Cox-2  (COX-2  _ forward:  5'-
ATGCTCTTCCGAGCTGTGCTGCTCT-3'; COX-2_reverse:  5'-TCGGGTGAACCCAGGT-
CCTCGCTT-3'), Stat-1  (STAT-l_forward:  5'-ATGTCACAGTGGTTCGAGCTTCAGC-3'; 
STAT-l_reverse:  5'-GAATATTTCCCTCCTGGGCCTGATTAAATCT-3'),  Stat-3  (STAT-
3  forward:  5'-ATGGCTCAGTGGAACCAGCTGCA-3';  STAT-3  reverse:  5'-TTCT-
CAAGATACCTGCTCTGCAGAAACTG-3') or Gapdh (GAPDH_forward: 5'-GGTGAAG-
GTCGGTGTGAACGG-3'; GAPDH_reverse: 5'-ATGGGGGCATCGGCAGAAGG-3) genes. 
5.5.7 Statistical analysis 
Statistical significance of the  experiments was  evaluated using  an  unpaired Student's  t-
test. Results were considered statistically significant at P < 0.05. 122 
5.6 RESULTS 
5.6.1 Ns2 binds and regulates the APOD promoter 
We previously showed using mass spectrometry (  chapter III) that N  s2  prote in can bind 
the  APOD promoter in  the  cortex of OC43-infected mice.  Six  overlapping regions  of the 
APOD promoter, representing nucleotide -816 to +64, were used in order to bind and identify 
nuclear factors. From these regions, Ns2 was purified from regions 1, 3 and 4 (Table 5.1; for 
material and methods see chapter IV) wich contain severa! responsive elements. Among these 
elements,  the  ERE  (Estrogen  Responsive  Element)  and  APRE  (Acute  Phase  Responsive 
Element) are  common to  all three regions. To  determine  if Ns2  could regulate the APOD 
promoter, the eDNA ofNs2 gene (piRES-Ns2-EGFP) or the control (piRES-EGFP) were co-
transfected with constructs containing the APOD promo ter upstream of the luciferase reporter 
gene (-558/+64- and -1750/+64-apoD-pGL3) and with pcDNA-LacZ. The luciferase activity 
was  analyzed in NIH/3T3  cells 48h post-transfection. The Ns2 overexpression significantly 
activated the APOD promoter compared to  control for both the APOD promoter constructs 
(Figure 5.1). 
We  further verified if Ns2 could regulate the ApoD  expression in  vivo.  C57BL/6 mice 
were  infected with wild-type  strain  OC43-WT  or the  mutated virus  lacking  the  Ns2  gene 
(OC43de1Ns2)  and  ApoD  expression  was  analyzed  by  western  blot  in  the  cortex, 
hippocampus, medulla and  spinal cord.  In  all  regions  of the brain tested, the  induction of 
ApoD expression was strongly reduced in  OC43del  s2-infected mice compared to  the wild 
type virus strain (Figure 5.2). The sample loading in each wells was verified qualitatively by 
red  ponceau  staining  (data  not  shown).  These  results  indicate  that  Ns2  could  positively 
regulate the ApoD expression both in vitro and in vivo. 
5.6.2 Modulation ofneuroinflammatory factors in transgenic mice for the humanAPOD gene 
We previously showed that mice transgenic  for  the  human APOD  gene  had  a greater 
survival  rate  during  OC43  infection  compared  to  their  wild-type  littermates  and  was 
correlated with increased astrocytes and microglial activation and severa!  other components ----------------------
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implicated in  inflammation (Do  Carmo et al.,  2008).  Therefore, we speculated that APOD 
could regulate severa! aspects of the inflarnmatory pathway. To further investigate the role 
played by APOD in this  context, we analyzed key factors  implicated in neuroinflammat01y 
pathways and neurodegenerative diseases. Among these factors, Nf-Kb, Ppar-y, indoleamine-
2,3-dioxygenase (Ido  ), pErkl/2, pAmpk and pStat-3 were analyzed by westem blot. Of note, 
Erkl/2 were also identified as binding factors located on the APOD promoter in the cortex of 
infected-mice (see  chapter III,  section 3.2.9).  In Figure 5.3, we observed that pErkl/2 and 
pStat-3 are activated during infection in both WT and  Tg mice compared to uninfected mice. 
In the case of Ampk and Erkl/2, their phosphorylation state was more prominent in infected 
Tg mice and their protein expression were not modulated during infection (data not shown). 
Interestingly, Nf-Kb  (p50),  Ppar-y and Ido  were found  repressed  in  infected WT mice  but 
drastically induced in infected Tg mice. 
We  also  analyzed  the  expression of Cox-2,  Stat-1  and  -3  by RT-PCR.  The  mRNA 
expression of both Cox-2 and Stat-1  is  significantly induced during infection in  the cortex, 
hippocampus  and  cerebellum  in  OC43-WT-infected  mice  compared  to  control.  The 
expression of Stat-3 was found induced to a lower extent and only in the cerebellum (Figure 
5.4). - -- ---,---- -~------------
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5.7 DISCUSSION 
The human  coronavims OC43  (HCoVOC43) has neuroptropic properties and  has  been 
implicated in  neurological  disorders  such  as  multiple  sclerosis.  It also  serves  as  a  mouse 
mode!  for  acute  encephalitis  following  intracerebral  inoculation (Jacomy  et  al.,  2003;  Do 
Carmo  et  al.,  2008).  Recent!  y,  we  demonstrated  that  ApoD/  ApoD  gene  and  protein 
expression  are  upregulated  during  OC43-infection  in  strong  correlation  with  the  vims 
presence and replication (Do Carmo et al, 2008). We provided evidence that transgenic mice 
overexpressing the  human APOD gene in  neurons  are more resistant to  neurodegenerative 
challenges  (Do  Carmo  et al.,  2008,  Gandfomina et al.,  2008).  We  also  showed  by  mass 
spectrometry that the Ns2 protein of OC43 vims binds the APOD promoter in  multiple sites. 
Our  unpublished  observations  show  that  Ns2  is  not  implicated  in  viral  replication. 
Effectively, no  difference in viral kinetic replication was  observed in  neuron differentiated 
LA-N-5 cells  infected by OC43-WT and  OC43de1Ns2  vimses.  In  this  study,  we  present a 
novel  function  for  Ns2  through  binding  and  transactivating  the  APOD!ApoD  gene  and 
protein  expression  in  NIH/3T3  cells  as  well  as  in  severa!  regions  of the  mouse  brain, 
respectively. By upregulating the ApoD gene expression during infection, the vims may use 
Ns2 protein in order to keep the symbiosis relation with the host at a steady state. Effectively, 
this mechanism may confer an advantage for the vims by allowing persistence in the host via 
upregulation of neuroprotective genes such as  ApoD. Further investigations are required to 
verify if the OC43 vims mutated for its Ns2 gene is  more neurovimlent then the wild type 
VllUS. 
We  also  showed  the  implication  of APOD  overexpresswn  111  inflammatory  pathway 
during  OC43  infection  by  analyzing  the  expression  of severa!  inflammat01y  factors.  We 
showed that Nf-Kb  (p50),  Ppar-y  and Ido  proteins  were  strongly induced  in  the  cortex of 
infected  transgenic  mice  compared to  wild type mice  infected  or not (Figure  5.3).  These 
results  are  in  agreement with  data from  the  literature.  Effectively,  clinical trial  studies of 
Alzheimer patients have demonstrated the beneficiai role of agonist synthetic ligands such as 
pioglitazone (Do Carmo et al., 2008) and rosiglitazone (Geldmacher et al., 2011; Sato et al., 125 
2011)  which  activa te  PP AR  y.  The  therapeutic  potential  through  Ppar-y activation  is  well 
established in several mouse models of  Alzheirmer's disease (Watson et al., 2005). 
It is also known that PPARy anti-inflammatory action is exerted through direct inhbition 
of NF-KB  transcriptionnal activity (Mandrekar-Colucci and Landreth, 2011). Therefore, NF-
kB  inhibition  is  also  a  therapeutic  target  in  neurodegenrative  disease  which  blocks  the 
expression of pro-inflammatory molecules such as  TNF-a,  11-6,  COX-2 and  several others. 
However,  NF-KB  can also activate PPARy through a feedback loop  (Pascual et al., 2005). 
Our  results  show  that  both  Ppar-y  and  Nf-Kb  are  repressed  in  OC43-infected  mice  but 
upregulated  in  infected  transgenic  mice  reflecting  the  complexity  of  their  respective 
pathways.  lt is  possible  that  other  mechanisms  of regulation  of these  proteins  and  their 
respective roles confers protection in APOD transgenic mi ce. 
The  neuroprotective  role  of  APOD  may  involve  regulation  of  ldo  as  a  key 
immunomodulator  implicated  in  several  auoimmune  diseases  such  as  multiples  sclerosis 
(Farooqui et al., 2007).  Indeed, this  protein has  a profond effect in the maintenance of the 
foetus during pregnancy by inhibiting the immunity against patemal inherited antigens. This 
mechanism of  action of IDO is also reflected in  women with multiple sclerosis who remains 
asymptomatic during pregnancy. 
We also showed that phosphorylation of Erkl/2 and Ampk is  activated during infection 
and even more in infected transgenic mice compared to  wild-type (Figure 5.3). ERK.l/2 and 
AMPK  are  central  proteins  with  pleiotropic  functions  implicated  in  several  biological 
pathways.  In respect to the PPARy pathway, ERK.l/2 and AMPK were shown to activate this 
protein (Penbetthy and Tsunoda,  2009). ERK.l/2 are also regulated by several intermediate 
molecules in  the  synthesis  of cholesterol.  Also, AMPK can  inhibit HMG-CoA Reductase 
(HMGR)  and  upstream enzyme  in  the  cholesterol  pathway  implicated  in  development of 
Alzeimer's disease  (Bums  and Vanden  Heuvel,  2007).  The  use  of AMPK activator such 
AICAR was shown to attenuate neurodegeneration in EAE (Motoshima et al., 2006; Poirier, 
2005).  The use of statins, an  inhibitor of HMGR which  lowers  cholesterol levels,  is  also 126 
employed for  its  benefic roles  in  patients with Alzheimer's diseases  (Paintlia et  al., 2006; 
Prasad et al., 2006). 
All  members  of the  MAPK family  including JNK/SAPK,  p38  and  ERK5,  as  well  as 
ERK.l/2 are suggested to be both prosurvival and also to promote neuronal cell death. (Willey 
and Elkind, 2010). These discrepencies may reflect the complex regulation of these proteins 
in  several  cellular pathways. We  previously demonstrated  that  APOD  could  interact  with 
ERK.l/2 and inhibit its nuclear translocation in  vascular smouth muscle cells (Miloso et al., 
2008;  Subramaniam  and  Unsicker,  2006;  Subramaniam  and  Unsicker,  2010).  APOD 
overexpression in neurons may have a different effect shown by the induced phosphorylation 
of Erkl/2  during  OC43  infection.  Analyzing  the  localization  status  of Erkl/2  in  these 
different mi ce models will help our undestanding of MAPK function in the neuronal fa te and 
decipher the implication of  APOD and MAPK interaction. 
Overall, these results propose a function for Ns2 as a regulatory protein  able to  bind the 
APOD  promoter  and  modulate  its  gene  expression  in  vivo.  lt would  be  important  to 
understand  how  it  binds  the  promoter,  regulates  ApoD  gene  expression  and  identify  the 
responsive  elements  involved  in  this  regulation. A particular attention  should  be  given  to 
ERE and APRE since these elements are common to  all DNA regions bound by Ns2.  Since 
Ns2  does  not  contain an  NLS  or a  DNA-binding domain,  it  would  also  be  interesting  to 
determine how  it  reaches  the nucleus and identify  its proteins partners.  We  speculate that 
APOD  neuroprotective  role  may  also  be  through  regulation  of  key  inflammatory  factors 
implicated  in  neurodegenerative  diseases  and  of particular  interest,  PPARy  and  NF-KB. 
Therefore, proteins or synthetic molecules that can activate the APOD gene expression may 
have a potential therapeutic effect in several neuropathological situations. 127 
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Table  5.1.  Identification  of Ns2  protein  of the  OC43  virus  by  mass  spectrometry 
analysis. Nuclear extracts from the cortex of control or OC43-infected mice were incubated 
with six overlapping regions ( 1-6) of the APOD promoter (  approx.  200pb for each regions) 
bound to  streptavidin beads.  The  bound proteins were eluted and analyzed by  SDS-PAGE 
and coomassie blue staining. Each well was eut in 14 distinct bands, eluted and  analyzed by 
mass-spectrometry  analysis  (LC-MSMS  velos)  after  tryptic  digestion.  MW,  Molecular 
Weight. 
region 1  region 2  region 3  region 4  region 5  region 6 
Protein ID  Ace. No  clrl  OC43  ctrl  OC43  clrl  OC43  ctrl  OC43  clrl  OC43  clrl  OC43 
Ns2  QB0872  0 129 
5.9 FIGURE LEGENDS 
Figure 5.1.  Ns2  transactivates the APOD promoter. NIH/3T3  ceUs  were  co-transfected 
with vectors containing luciferase reporter constmcts under the 5'-flanking region of APOD 
promoter  (-558/+64- and  -1750/+64-apoD-pGL3),  the  eDNA  corresponding  to  the  Ns2 
eDNA (piRES-Ns2-EGFP) or the control (piRES-EGFP; empty vector) and plasmid pcDNA-
LacZ.  After  transfection,  cells  were  cultured  with  media  (10%  semm)  for  48h.  (AU 
experiments were done in triplicate, *P<0,05, **P<O,OOl, ***P<O,OOOl). 
Figure 5.2.  Western blot analysis  of ApoD  expression in  the cortex of OC43-WT or 
OC43de1Ns2-infected mice. C57B/L6 mice were inoculated intracerebral (IC) with the virus 
mutated for the NS2 gene (OC43de!Ns2; a, band c) or the wild-type vims (OC43-WT;  d, e 
and  f)  or  cel!  culture  medium  (control;  cl  and  c2).  Total  proteins  were  extracted  and 
expression of ApoD gene was analyzed by western blot. 
Figure 5.3. Western blot analysis of inflammatory factors in the cortex of OC43-WT-
infected mice.  C57B/L6  mice  (WT)  and mice transgenic for the  human APOD gene (Tg) 
were  inoculated  IC  with  the  wild-type  OC43  vims  (OC43-WT)  or  cell  culture  medium 
(control).  Total proteins were extracted  and  expression of the  different genes  analyzed by 
western blot. Representative of  at !east three similar experiments. 
Figure 5.4. Analysis of Cox-2,  Stat-1 and -3  expression in the cortex, hippocampus and 
cerebellum of OC43-WT-infected mice. C57B/L6 mice were inoculated IC with the wild-
type  vims  (OC43-WT)  or  cell  culture  medium  (control).  Total  RNA  was  extracted  and 
expression of Cox-2, Stat-1  and -3 genes was  analyzed by RT-PCR.  The Gapdh gene was 
used  as  internai  control.  AU  experiments  were  done  in  triplicate,  *P<0,05,  **P<O,OOl, 
***P<O,OOOl). 130 
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133 CHAPITRE VI 
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
6.1  CONCLUSIONS GÉNÉRALES 
Les travaux présentés dans cette thèse ont permis de démontrer l'implication de plusieurs 
facteurs  nucléaires  dans  la  régulation  de  l'expression  génique  d'APOD  en  liant  son 
promotem lors de stress cellulaires. La caractérisation de quelques-unes d'entre elles a permis 
d'éclaircir certains mécanismes impliqués. Sachant que l'expression d'APOD est fotiement 
induite lors de désordres nemologiques et que sa présence semble être bénéfique, ce projet 
apporte des outils afin d'étudier plus en profondem les mécanismes de régulation de ce gène 
pouvant aboutir à des cibles thérapeutiques. 
Dans un premier temps, nous avons identifié les  facteurs nucléaires  Parp-1,  HnRNP-U, 
CBF-A,  BUB-3,  Kif4,  APEX-1 et Ifi204  capables  de  lier  le  promoteur  d'APOD  soit  en 
condition normale soit en arrêt de croissance induit par déprivation de sémm. De plus, nous 
montrons  que  Parp-1,  APEX  -1 et Ifi204  sont aussi  régulés  à  la  hausse  lors  de  1' arrêt  de 
croissance alors que 1' effet contraire est observé pour Kif4. En liant le  promoteur d'  APOD 
uniquement en  condition  normale,  Kif4 pourrait être  impliqué dans  la  répression  génique 
d'  APOD en  condition physiologique. Par ailleurs, nous montrons que  les  protéines  Pa~·p - 1 , 
HnRNP-U,  Ifi204  et  APEX-1  transactivent  le  promoteur  d'APOD.  L'utilisation  de  ces 
protéines porteuses de mutations ponctuelles ou encore de délétions, de même que l'emploi 
d'inhibitems spécifiques bloquant leur expression ou leur activité catalytique, y compris celle 
des  protéines  ERKl/2,  confirment  lem  implication  dans  l'activité  transcriptionnelle  de 
l'apoD lors de l'arrêt de croissance. 
Par  la  suite,  nous  avons  effectué  la  même  étude  dans  un  modèle  munn  de 
neurodégénérescence. Cette étude, de plus grandes envergmes, a permis d'identifier plusieurs 135 
centaines de protéines liant le promoteur d'APOD dans  la région -816  à +64 provenant de 
cortex de souris saines ou infectées intracorticalement par un coronavirus humain OC43 et où 
l'expression génique d'ApoD est fortement induite.  La liste des  protéines  a été  répertoriée 
dans  un  tableau  présenté  dans  le  chapitre  III  (Table  3.1)  et  servira plus  tard  à  créer  w1e 
banque de données. Plusieurs faits intéressants ressortent de cette analyse. Tout d'abord, nous 
montrons  que  plusieurs  protéines  ont  des  fonctions  diverses  reflétant  la  complexité  de 
régulation du  gène d'APOD. Plusieurs d'entre elles font partie de  la même famille telle que 
les  HDAC, ARN hélicases,  les  protéines chaperonnes  et les  HnRNPs.  Par contre,  d'autres 
protéines identifiées n'ont jamais été reportées dans  la littérature pour jouer un  rôle en  tant 
que  facteur  de  transcription.  Effectivement,  parmi  ces  protéines,  on  retrouve  l' ApoE  et la 
protéine non-structurale Ns2 du  coronavirus.  Leur caractérisation fait  l'objet de  cette étude 
présentée dans cette thèse. 
Comme  mentionné,  la  présence  d'  ApoE  sur  le  promoteur  d'APOD  ams1  que  sa 
caractérisation apporte une certaine clarification dans la régulation du gène d'APOD pouvant 
être mis en relation avec les processus impliqués dans les maladies neurodégénératives, telles 
que l'Alzheimer. Premièrement, nous montrons par la technique de  ChiP que  les  isoformes 
E3  et E4  lient effectivement le  promoteur d'APOD in  vivo dans  divers  types  de  cellules et 
agissent en tant que répresseurs en condition normale de même qu'en situation de stress dans 
les  cellules de glioblastomes humains (U87).  Cet effet négatif sur la  transcription  du  gène 
d'APOD est confirmé en utilisant des ARN interférents dirigés contre l'isofonne E3  où  l'on 
observe  l'effet  inverse,  c'est-à-dire  une  transactivation  plus  imp01tante  du  promoteur 
d'APOD tant en condition normale qu'en situation de stress causé par la déprivation de sérum 
ou encore en présence de LPS, une molécule inflammatoire. En contraste, l'isoforme E2, Je 
seul  isofonne  reconnu  comme  neuroprotecteur,  n'a aucun  effet  sur  la  transactivation  du 
promoteur  et  cela  a  été  imputé  au  fait  que  l'  APOE2  est  incapable  de  lier  le  promoteur 
d'APOD.  Deuxièmement,  nous  avons  montré  une  corrélation  inverse  entre  l'expression 
génique d'ApoD et d'ApoE en nous  basant sur des  bases  de  données d'hybridation in  situ 
(Allen Brain Atlas) et le transcriptome du nouvel Atlas of the mouse Neocorticallayers. Ces 
résultats importants sont les premiers à démontrer une nouvelle fonction pour l' APOE en tant 136 
que régulateur de l'expression génique d'APOD de par sa liaison au promoteur. 
Dans un autre volet, nous avons caractérisé la protéine non-structurale Ns2 et clairement 
montré  son  implication  dans  la  transactivation  du  promoteur  d'APOD  in  vitro  dans  des 
cellules fibroblastes murins et in  vivo dans plusieurs régions de  cerveaux de souris infectées 
par un virus muté pour le gène Ns2. De plus, nous montrons que la surexpression d'APOD 
humaine  chez  les  souris  transgéniques  semble  réguler  plusieurs  facteurs  impliqués  dans 
l'inflammation et fmt probablement dans  les  maladies  neurodégénératives.  En  effet, nous 
montrons que  1) les protéines Nf-Kb (p50), Ppary et l'indoleamine-2,3-dioxygénase (ldo) sont 
réprimées  dans  le  cmtex de  souris  infectées  par rapport aux souris  contrôles  et fortement 
induites  chez  les  souris  transgéniques,  2)  les  protéines  Erkl/2  et  Stat-3  sont 
hyperphosphorylées chez les  souris infectées que ce  soit chez les  transgéniques ou chez les 
souris  de  type  sauvages,  alors  que  l'  Ampk  est  phosphorylée  uniquement  chez  les  souris 
transgéniques  infectées,  3)  l'expression  des  gènes  Stat-1  et  Cox-2  est  augmentée  dans  le 
cortex, l'hippocampe et le cervelet de souris de type sauvage alors que l'expression de Stat-3 
n'est modulée que dans le cervelet. Ces résultats suggèrent aussi une nouvelle fonction pour 
la protéine Ns2 du coronavirus humain OC43 dont le rôle demeurait jusqu'à présent incomm. 
Dans  l'ensemble,  les  résultats présentés dans  cette  thèse  apportent une  lumière  sur les 
acteurs clés dans la régulation du gène d'APOD lors de stress cellulaires. Une caractérisation 
plus  poussée  de  ces  protéines  identifiées  permettrait  d'avancer  dans  la  recherche  sur  la 
fonction et les mécanismes de régulation de ce  gène. Il est évident que la caractérisation de 
ces nombreuses protéines requerra plusieurs années de travail dans  l'espoir d'aboutir à des 
découvertes intéressantes, de longues portées et ayant un impact sur la santé humaine. 137 
6.2 PERSPECTIVES 
Une étude plus poussée  serait nécessaire afin  de caractériser les  protéines  spécifiques 
liant le promoteur d'APOD, notamment celles repêchées dans le cortex de souris saines ou 
infectées par le  coronavirus OC43.  Une attention particulière serait accordée aux protéines 
liant deux fragments chevauchants permettant un ciblage des éléments régulateurs retrouvés 
dans la région commune. À partir de ce ciblage, ces éléments pourraient être analysés par la 
technique de retard sur gel  et de ChiP. Des mutations ponctuelles seront réalisées  sur ces 
éléments cis retrouvés sur le promoteur pour ensuite être clonés dans des vecteurs en amont 
d'un gène rapporteur tel que la luciférase afin de confirmer leur imp01tance dans la régulation 
du  gène  d'APOD.  Dans un même ordre d'idée,  des  mutations  effectuées  sur  les  facteurs 
nucléaires  trans  permettraient  de  caractériser  les  différents  domaines  de  ces  protéines 
impliqués dans  la régulation d'APOD. Lors de cette étude, on  déterminerait les  domaines 
d'activation de la transcription, de liaison à l'ADN ou d'interactions protéines-protéines ce 
qui permettrait de classer ces protéines en tant qu'activateurs, répresseurs ou cofactems. 
Bien que nous ayons clairement démontré in vivo la liaison des isoformes APOE3 et E4 
au promoteur d'APOD par la technique de ChiP, il serait primordial d'étudier le rôle de ces 
protéines, y  compris l'isoforme E2,  sur la régulation transcriptionnelle d'autres gènes.  En 
effet, nous montrons que l'APOE2 ne lie pas le promotem d'APOD.  Par contre, il  est fort 
possible que ces protéines puissent lier le promoteur de plusieurs autres gènes. La technique 
de  ChiP-s  q  à  l'aide  d'anticorps  spécifiques  à  chaqu  isoform s  p  nn ttrait 
d'immunoprécipiter  la  chromatine.  Par  la  suite,  les  fragments  d'ADN  immunoprécipités 
seraient purifiés et séquencés afin de localiser les régions liées par les isoformes APOE sur 
l'ensemble  du  génome.  Comme  mentionné  dans  le  chapitre  IV  (section  4.6),  il  serait 
intéressant  de  vérifier  l'expression  génique  d'ApoD  nota.mment dans  le  cortex  de  souris 
« Knock-in »  pour  les  isoformes  APOE2,  -E3  et  -E4.  Nous  nous  attendons  à  ce  que 
l'expression  d'ApoD  soit  réprimée  chez  les  transgéniques  E3  et  E4.  Quant  aux  souris 
transgéniques  APOE2,  il  est tentant  de  spéculer qu'elles  auraient un effet  semblable  aux 
souris « knock-out » et où l'expression d'ApoD serait induite comparativement aux souris de 138 
type  sauvages  (Terrisse  et al.,  1998).  L'expression d'ApoD serait aussi  analysée chez ces 
souris « Knock-in » suite à une infection au coronavims OC43 afin de déterminer si  le rôle 
neuroprotecteur d'  APOE2 serait dû uniquement par une non-répression d'  ApoD. Par la suite, 
cette étude pounait être réalisée chez l'humain, à partir de cerveaux provenant de personnes 
atteintes de la maladie d'Alzheimer et de génotype différents. De plus, un seul et deux acides 
aminés  diffèrent  respectivement  entre  les  isoformes  E2  et  E3  et  entre  E2  et  E4.  Un 
changement d'un tel acide aminé, plus précisément une cystéine pour une arginine, pounait 
être impliqué dans les processus amenant d'une part à leur localisation dans le noyau et leur 
interaction avec l'ADN. L'absence de la liaison d'APOE2 à l'ADN due à un seul acide aminé 
semble  peu probable.  Toutefois,  il  serait  tentant,  encore  une  fois,  de  spéculer  que  ce 
changement d'acide aminé conférant un changement au niveau de la stmcture tertiaire de la 
protéine, 1' empêcherait de lier 1' ADN ou d'interagir avec d'autres protéines ou encore d'être 
localisée au noyau. De plus, ce changement d'acide aminé confère une charge  isoélectrique 
différente  entre  les  isoformes  APOE.  Par ailleurs,  l'isoforme  APOE4  est  beaucoup  plus 
instable  que  l'isoforme  E3,  qui  elle-même  serait  plus  instable  que  l'isoforme  E2.  Cette 
instabilité,  causée par un clivage protéolytique, amène à  la production de petits fragments 
peptidiques,  considérés  toxiques  pour  les  neurones,  pounaient  expliquer  la  localisation 
nucléaire de même que la liaison des isofonnes E3 et E4 au promoteur d'APOD. 
Il serait aussi intéressant d'étudier les protéines liant le promoteur d'APOD uniquement 
dans des conditions de neurodégénérescence, par exemple les facteurs de transcription Ccarl 
et  Gelsoline  (Gsn).  On  constate  aussi  que  plusieurs  facteurs  nucléaires  identifiés  sont 
impliqués  dans  le  cycle  cellulaire  ou  les  cancers  et  aussi  dans  les  maladies 
neurodégénératives en accord avec les rôles proposés et la régulation de l'expression génique 
d'APOD  dans  ces  pathologies.  Sachant  l'étroite relation  qui  existe  dans  les  mécanismes 
amenant  au  développement  de  cancer  et  les  maladies  neurodégénératives  telles  que 
l'Alzheimer (Moh et al., 2011) ainsi que la régulation de l'expression génique d'APOD dans 
ces pathologies, il serait intéressant d'identifier les facteurs impliqués dans l'un ou l'autre de 
ces mécanismes  afin de  repérer des dénominateurs communs. L'une des protéines décrites 139 
dans le chapitre III, Pin1, pourrait jouer un tel rôle de même que les autres membres de cette 
famille (section 2) dont leurs fonctions dans le noyau restent à déterminer. 
Les protéines liant le  promoteur d'APOD uniquement en condition contrôle sont toutes 
aussi intéressantes et auraient probablement un rôle en tant que répresseurs, notarmnent en 
condition  physiologique.  De  la  même  manière,  d'autres  protéines  pourraient  être 
consitituviment liées au promoteur d'APOD. Bien qu'au départ elles apparaissent comme des 
protéines non-spécifiques, elles pourraient être activées en condition de neurodégénérescence 
et jouer un rôle dans le recmtement de facteurs de transcription de type activateur ou encore 
dans  les  modifications  post-traductionnelles,  telles  que  la  phosphorylation  et  la 
déubiquitinylation décrites précédemment pour les  enzymes  « Ubiquitin  carboxyl-terminal 
hydrolase» (voir chapitre 3, section 3 .2.11 ). 
Plusieurs des protéines identifiées sont déjà caractérisées dans la littérature. L'utilisation 
de  souris  transgéniques  ou  « Knock-out »  pour  les  gènes  de  ces  protéines  permettrait 
d'appuyer ces  résultats  in  vivo.  En  effet,  l'analyse  de  l'expression  génique  et protéique 
d'ApoD!ApoD par des  techniques  d'hybridation  in  situ  et  d'imrnunohisctochimie  dans  le 
cerveau de ces souris génétiquement modifiées démontrerait aussi d'une autre manière lem 
rôle en tant que factem de transcription important dans le SNC. 
Dans le cortex, il existe plusieurs types de cellules telles que les neurones ou les cellules 
gliales.  Il est fort probable  que l'expression d'ApoD soit régulée par différents facteurs  de 
transcription spécifiques à chacune de ces lignées cellulaires expliquant un si grand nombre 
de  protéines  identifiées.  Il serait intéressant d'effectuer la même  étude de  purification  et 
d'analyse par spectrométrie de masse à partir de lignée primaire ou transf01mée et mise en 
culture  en  condition  normale  ou  en  présence  de  stress.  Ces  lignées  cellulaires  seraient 
d'origine nemonale ou gliale,  comprenant les astrocytes  et les  oligodendrocytes,  les  trois 
principaux types de  cellules retrouvées  dans  le cerveau.  À  long terme,  il  serait important 
aussi d'identifier les facteurs nucléaires à partir de tissus différents tels que 1  'hippocampe et 140 
dont l'induction de l'expression génique d'ApoD est encore plus grande lors  de  l'infection 
(Do Catmo et al., 2008). 
Finalement,  l'APOD poun·ait  être  considérée  comme une  protéine  curative  ayant  des 
propriétés antioxydante et neuroprotective. Ainsi, en utilisant une plateforme permettant le 
criblage  de  plusieurs  molécules  naturelles  ou synthétiques  capable d'activer le  promoteur 
d'APOD, il serait possible d'envisager de nouvelles voies thérapeutiques pour les  personnes 
atteintes de désordres neurologiques  ou d'autres situations pathologiques. Cette plateforme 
serait constituée de plaque multipuits dans lesquelles des cellules seraient mises en culture et 
transfectées avec des vecteurs contenant le promoteur d'APOD couplé à un gène rapporteur. 
L'ajout de différentes molécules dans chaque puits transactivant fortement le promoteur aura 
un intérêt majeur en vue d'une thérapie. Il  est fort  probable que  ces  molécules  agiront à 
différents niveaux à l'intérieur de la cellule. Effectivement, il est possible que ces molécules 
lient  des  récepteurs  cellulaires  activant  des  cascades  de  signalisation  pour  aboutir  à  la 
transactivation du gène d'APOD. Ces molécules pourraient aussi agir directement en liant des 
récepteurs nucléaires.  Les  différentes  possibilités sont grandes.  D'ici là,  la patience est de 
mise,  car il  faudra  attendre plusieurs  années entre  la  découverte d'une telle molécule,  son 
mode d'action  biologique, son innocuité clinique et  son adéquation en  vue  d'un nouveau 
traitement potentiel pour les personnes malades. ANNEXE A 
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La protéine PIMT est une enzyme réparatrice qui diminue l'accumulation de  protéines 
altérées  post-traductionnellement  suite  à  la  formation  anormale  de  résidus  L-isoaspartyls 
(Sarjeant et al., 2003). Dans la littérature, on rapporte qu'elle joue un rôle important dans le 
cerveau ainsi  que  dans  plusieurs  pathologies impliquant le  stress  oxydatif.  Ces  altérations 
apparaissent lors du vieillissement ainsi que dans plusieurs pathologies telles que la maladie 
d'Alzheimer (Lanthier and Desrosiers,  2004).  En relation avec ces faits, l'expression de la 
PIMT semble diminuer  avec  l'âge ce qui  pourrait  expliquer  l'accumulation  de  protéines 
altérées. De plus, l'expression de PIMT est augmentée chez les patients atteints de la maladie 
d'Alzheimer et serait localisée au niveau des enchevêtrements neurofibrillaires (Shimizu et 
al., 2000). 
Le but de cette collaboration avec l'équipe du Dr Desrosiers du Département de Chimie à 
l'Université du Québec à Montréal (UQAM) a été d'étudier les mécanismes de régulation du 
gène PIMT au niveau du promoteur ainsi que sa fonction au niveau du gène. Pour ce faire, les 
éléments de réponses dans la région -2073 à +230 du promoteur de PIMT ont été identifiés 
par analyse bio-informatique en utilisant le logiciel TFSEARCH (Figure A.l  ).  Par la suite, 
nous avons créé des mutants délétionels du promoteur par la technique de PCR (Figure A.2). 
Nous  nous  sommes  intéressés  aux  éléments  de  réponses  reconnus  par  les  facteurs  de 
transcription (et portant le même nom):  SREBP, NF-KB, CREB et NRF2. Ces éléments sont 
connus  pour être  impliqués  dans  les  maladies  neurodégénératives  ainsi  qu'en situation  de 
stress oxydatifs et inflammatoires.  Une attention particulière fut  accordée aux  éléments  de 
réponses  NRF2,  retrouvés  à  cinq  endroits  sur  le  promoteur.  Effectivement,  NRF2  (aussi 
connu sous le  nom de «Nuclear Factor (erythroid-derived 2)-like 2 (NFE2L2)» ou «NF-E2-
related  factor  2 (NRF2)»)  est  considéré  comme  le  facteur  de  transcription  majeur  pour 
l'élément de réponse ARE(« Antioxidant Response Element») et  active plusieurs gènes tels 
que  glutathione  S-transférase  (GST),  catalase  (CAT)  thioredoxin  réductase  (TR), 
peroxirédoxins (Prxs) et  superoxide dismutase (SOD) (Shimizu et  al.,  2000).  Bien que cet 
élément de réponse soit connu dans la littérature sous le nom ARE, le  logiciel TFSEARCH 
l'identifiait avec l'annotation NRF2. Effectivement, la séquence consensus du  ARE est 5'-
TMAnnRTGAYnnnGCRwwww-3' dont le  coeur de  la séquence est indiqué en caractère 
gras  (Li  et  al.,  2007;  van  Muiswinkel  and  Kuiperij,  2005)  et  a  une  forte  homologie  de 143 
séquence  avec  le  NRF2  ayant  eu  le  plus  haut  score  et d'orientation  négative  (-)  sur  le 
promoteur de PIMT (Figure A.l et A.2B). 
Ainsi, à partir du promoteur complet (WT), les mutants P6, P4, P3  et Pl correspondent à 
des délétions progressives pour les 5 éléments de réponses NRF2 (Figure A.2A). La position 
exacte  de  ces  éléments  NRF2  ainsi  que  le  score  ayant  permis  leur  identification  sur  le 
promoteur est répertoriée dans  la Figure A.2B. Tous les mutants (Pl à P8) ainsi que le  WT 
ont  été  clonés  dans  le  vecteur  pGL4.  Au  cours  de  cette  étude,  des  tests  de  luciférase 
petmettront de mesurer l'activité du promoteur dans  les neuroblastomes humains SH-SY5Y 
dans différentes conditions de stress. 
Finalement, la protéine PIMT contient 3 cystéines (cys43, cys95 et cysl02) possiblement 
impliquées dans l'interaction avec d'autres protéines et qui jouent un rôle important dans la 
localisation intracellulaire et l'activité enzymatique de la protéine. Ainsi, pour mieux élucider 
la  fonction  de  cette protéine, nous  avons remplacé par mutagénèse dirigée chacune de  ces 
cystéines  par  des  alanines.  Nous  avons  aussi  créé  toutes  les  possibilités  de  mutations  en 
effectuant les  combinaisons de  double (deux cystéines mutées) et triple (3  cystéines mutées) 
mutants en fusion avec ou sans l'épitope mye (Figure A1.4). Ces mutants ont été clonés dans 
le vecteur d'expression pCMV6. Des tests de transfection stable de ces mutants permettront 
d'effectuer une étude fonctionnelle de cette protéine. 
L'idée  et  l'élaboration  de  cette  étude  expérimentale  proviennent  du  Dr  Richard 
Desrosiers.  J'ai  réalisé  la  construction  des  mutants  du  promoteur  et  du  gène  PIMT, 
comprenant aussi la conception des amorces et l'analyse par bio-informatique du promoteur. 144 
Table A.l. Séquences des  amorces ayant permis l'amplification par PCR des  mutants · 
délétionnels du promoteur PIMT. La température de fusion (Tm) a été calculée en utilisant 
le  logiciel « oligo calculator ».  Les amorces sens ont été nommées Pl à P8  et l'amorce anti-
sens, Pa. Pour chacune des amorces, des mutations ponctuelles ont été insérées (en minuscule 
et  caractère  gras)  afin  de  créer  des  sites  de  restrictions  pour  les  enzymes  Kpnl  et  Xhol 
nécessaires pour l'orientation des inserts lors de la ligation avec le vecteur pGL4 digérés par 
ces mêmes enzymes. 
Mutants  Séquences  Tm ( ·c)  Enzymes 
P8  5'-GTGGAGGTacCAATGAGCCAAGATC- 3'  59  Kpnl 
P7  5'-TGGTGGCGGGTaCCTGTAGTC- 3'  60  Kpnl 
P6  5'-TTCTAAGGtAcCAAAGCTTTGCCCCA-3'  60  Kpnl 
PS  5'-CTTTAGAACCGGGGTaCCAAAGTCTCT-3'  60  Kpnl 
P4  5' - GACTGCGGtACCACTAGCAGCG- 3'  60  Kpni 
P3  5'-CTGGCAGCGGTAcCAGCCACA- 3'  60  Kpnl 
P2  5 ' - AGTAACAGCGGtAcCTACAGCGG- 3'  61  Kpnl 
Pl  5'-GAGTGTGgTaccCGATGGCCTG- 3'  59  Kpnl 
Pa  5 ' - TCTTGATATCCTCGAGGTCCCGAGG- 3'  59  Xhol 145 
Table A.2.  Séquences  des  amorces pour mutagénèse dirigée  du gène PIMT. Pour  les 
amorces Pimtantil et Pimtanti2, des  mutations ponctuelles ont été insérées (en minuscule et 
caractère  gras)  afin  de  créer  un  codon  stop  juste  après  (Pimtantil)  et  avant  (Pimtanti) 
l'épitope  mye.  Les  amorces  Pimtsens  et  Pimtantil  ont  été  judicieusement  choisies 
puisqu'elles  contenaient déjà des  sites de  restriction pom les enzymes EcoRI et EcoRV (en 
majuscule et caractère gras). Ces sites de restriction ont permis lors du clonage d'orienter les 
inserts dans le vectem d'expression pCMV6 digéré par les mêmes enzymes. Pour les amorces 
des mutants C43A, C95A, C102A et C95A/C102A, des mutations ponctuelles (en minuscule 






















5'-ATAGGGCGGCCGGGAATTCGTCGACT-3  (EcoRI) 
5'-GTAATCCAGGATATCATTTGCttaCAGATC-3'  (EcoRV) 








5'-TTCCAGTAgcTCCAACCATACGTGCAAAAgcTGCAGTA- 3' 146 
Figure A.l. Éléments de réponses du promoteur du gène PIMT. La région -2073  à +230 
du  promoteur  a  été  analysée  par  bio-informatique  en  utilisant  le  logiciel  TFSEARCH. 
Plusieurs  éléments  de  réponses  ont  été  identifiés  et  représentés  sur  le  promoteur  par 
surlignement ou en italique. Les éléments de réponses SREBP, NF-KB, CREB et NRF2 sont 
respectivement identifiés par les couleurs mauve, vert, turquoise et rouge. Le codon A TG est 
mis en caractère gras. 
Figure A.2. Représentation schématique des mutants délétionnels du  promoteur PIMT. 
A)  Positions exactes  des  mutants Pl à  P8  du  promoteur PIMT ainsi  que  les  éléments  de 
réponses SREBP, NF-KB,  CREB ET NRF2.  Le WT (« wild-type »)  représente la séquence 
cGmplète  de  la  région  -2073  à  +230  du  promoteur.  B)  Positions  exactes  et  séquences 
nucléotidiques des éléments de réponses NRF2.  Le score ayant permis  l'identification des 
éléments NRF2 à partir du logiciel TFSEARCH est mis entre parenthèses. 
Figure A.3. Séquence en nucléotide et en acides aminés du gène PIMT. A) La séquence 
codante (eDNA) du gène PIMT est mise en bleue. Les codons correspondant aux cystéines 
sont mis en rouge et en caractère gras. La séquence mise en vert représente l'épitope mye (en 
caractère gras) et flag  (en italique).  Le codon (alanine) surligné a été muté pour un codon 
stop  afin  d'obtenir  les  mutants  avec  l'épitope mye  uniquement  (voire  Figure  A1.4).  B) 
Séquence en acide aminé du gène PIMT dont la légende est la même qu'en A). 
Figure  A.4.  Représentation  schématique  des  mutants  du  gène  PIMT obtenus  par 
mutagénèse dirigée. Le clone pour le  gène PIMT en fusion avec  les  épitopes mye et flag 
(mis dans le vecteur pCMV6) a été obtenu de  la compagnie Origene (Rockville, MD). Les 
différents  mutants  en  fusion  ou non  avec  l'épitope  mye  ont  été  obtenus  par mutagénèse 
dirigée en utilisant des amorces spécifiques (voir table A1.2). Figure A.l 
OlxA  fPql pl  GAJA.1/2(-) 
tacggaagcactgcatgtaaatgcaatccatctgggtcagctttagagttaccagtttcc 
p300/  CR  AP-~)  a EEP 
SRY'( - )  -
tatcaaggatttgacttttttcttt tctccaaat ggaagat catcaagaaactgtagaaa 
GAIA' 1(-)  FN"- 361  f'<Ckïl p(-)  0  EEfl(-)  0  Ea> 
1-N'- 1  !"Rf  OlxA' Pbx-1 (-) 
gatgaaatggaaaatattaagtgggttacagtcccaaatcaacaattttattcatgttta 
N<x- 21  CdXA  1  yt -1 ( -)  SOx- 51  FN"- 315( -)  ~ 
CR  AP-1( +/-)  1 k-2/3( -)/ GII.TA-2(-) 
atattgaagtaaagaacact gt tttggccaggcacggtggct cacgcctgt aat cccagc 
CHB  a EEP  p300( -) 
ISE( t/-) 
actttgggaggccaaggcaggcagatcacgaggt caggagttcaagaccagcctggtcaa 
Lyf- 1  GII.TA- 1 (-)  p300 
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acagagcgagactccgtctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaagttactggacta 
ZVD  Lyt -1  SRY/  l'FA- 21  FN"- 36 
GII.TA  AP-1(-)  AP-1( +/-) /1\F- E2(-) 
gatgatggctggattct gt cagtctcaggtctaattaggagt cagcgatttggacgcgac 
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j>'fl  ~,t>  ,\-t-'ô  ~  11>  .@  ,-t- !':>  r+  .'ifo 
1!._@ _  .. J+ ---.  _L • __  .. C _!  C  •  ~  _ .  '  f ..  ·2073/+230  WT 
r+ 
1 +  +  .L + __  .. a ..! a _  c  .....__---'- ~ a •  <@ _  •  ' c f ..  ·1643/+230  PB 
+  SREBP 
..  :NFKB 
CREB 
~  :NRF2 
B 
- 1983  à  - 1973: 
-764  à  -755 
-335  à  -326 
-172  à  -163 
+184  à  +193 
r+ 
L + __  .. a ..!  lif-l  · _ • ' c f ..  ·1218/+230  P7 
r+ 
L.! @  _  C ....._  _  ___;, ~ C  lf"-l @  _ .  ~  f ..  ·802/+230  P6 
r+ 
@  ...!--_..:.. ~  lf"-l  _ . ( C f ..  ·730/+230  P5 
r+ 
_ .  <  f ..  ·465/+230  P4 
r+ 
lf"-l  C  _  •  '  c f ..  ·280/+  230  P3 
r+ 
q  _ . «  f ..  ·121/+230  P2 
r+  .•  «  C f ..  ·3/+230  P1 
aatggaagat  (77, 2 ) 
ctcttccact  (82 , 5) 
agcggaagtg  ( 91 , 2) 
gccgggagcg  (77 , 2) 





















Figure A.4 ANNEXEB 
AUTRE CONTRIBUTION- COLLABORATION AVEC LE Dr. BORHANE ANNABI 
(UQAM) 
SIGNAL TRANSDUCING FONCTIONS FROM THE MEMBRANE BOUND MA TRIX 
METALLOPROTEINASE MTl-MMP IMPACT ON THE GLUCOSE-6-PHOSPHATE 
TRANSLOCASE TRANSCRIPTIONAL REGULATION 
Louis-Charles Levros, Amélie V ézina, Asmaa Sina, Éric Rassart et Borhane Anna  bi 
Expériences en cours 
2012 153 
Les  protéines  G6PT  («Glucose-6-Phosphate  Transporter»)  et  G6Pase  («Glucose-6-
Phosphatase»)  font  partie  d'un  système  enzymatique  ancré  à  la  membrane  du  réticulum 
endoplasrnique (RE) et jouent un rôle important dans l'homéostasie du glucose (Lou et al., 
2006). G6PT permettrait le  transport du G6P du cytoplasme vers la lumière du RE (Chou et 
al.,  2002) tandis que la G6Pase hydrolyserait le  G6P en glucose et phosphate inorganique 
(Arion et al.,  1980; Nilsson et al.,  1978). Plusieurs mutations génétiques ont été identifiées 
sur ces gènes et seraient impliquées dans les maladies de stockage du glycogène telles que la 
Glycogénose de type I (GSD I:  «Glycogen storage disease type l») ou maladie de von Gierke 
(Pan et al.,  1998). La G6Pase n'est exprimée que dans les tissus glycogéniques tels que le 
foie,  les reins et le petit intestin alors que l'expression de G6PT est ubiquitaire (Lin et al., 
2000).  Notamment,  on  retrouve  une  autre  isoforme  de  G6PT  exprimée  dans  le  cerveau 
humain (Chou et al., 2002; Middleditch et al.,  1998). L'équipe du Dr Annabi a démontré que 
l'inhibition de  la fonction de  G6PT dans  des  glioblastomes humains, soit par la technique 
d'ARN  interférant  soit  en  utilisant  des.  inhibiteurs  spécifiques  tel  que  l'acide 
chlorogénique (CHL),  causerait  la  mort de  ces  cellules  tumorales  (Belkaid  et al.,  2006a; 
Belkaid et al., 2006b; Belkaid et al., 2007). De plus, lors d'une précédente collaboration, nous 
avons montré que le facteur de transcription HiF-1a. régule l'expression génique de G6PTen 
se liant à son promoteur (Lord-Dufour et al., 2009). G6PT serait une molécule prosurvie pour 
les  cellules  tumorales  en  permettant  leur  adaptation  à  des  conditions  hypoxiques  et 
inflammatoires. Ainsi, la compréhension des mécanismes impliqués dans la régulation et la 
fonction du gène G6PT mènerait au développement de  stratégies thérapeutiques ciblant les 
fonctions de cette protéine. 
Le but de  cette collaboration avec l'équipe du Dr Annabi du Département de Chimie à 
l'Université du Québec à Montréal (UQAM) a été d'étudier les mécanismes de régulation du 
gène G6PT au niveau du promoteur et de détenniner les éléments de réponse importants dans 
la régulation de l'expression génique dans des conditions inflammatoires et hypoxiques. Une 
analyse bio-informatique  du  promoteur de  G6PT (-1200  pb  à  +1)  murin  et humain a  été 
réalisée en utilisant le logiciel TFSEARCH (Figure B.1A et B). Une attention particulière fut 
accordée aux éléments NF-KB (indiqués en rouge) présents en grand nombre sur le promoteur 
des deux espèces. L'analyse montre aussi que plusieurs éléments de réponses sont conservés 154 
entre  le  promoteur  des  deux  espèces,  entre  autres:  HNF/  HIF  et  GRE  indiqués 
respectivement avec les couleurs gris et bleu. Les mutants délétionnels du promoteur hwnain 
ont été constmits par la technique de PCR et clonés dans le vecteur pGL3, en amont du gène 
rappotieur luciférase.  Ainsi, des délétions progressives ont été créées à patiir du promoteur 
complet (WT) pour les éléments de réponse NF-KB (Figure B.2A). 
Ces  constmctions ont été transfectées dans  les  cellules  de  glioblastomes humains U87 
cultivées  en condition  nonnale,  inflammatoire  (Phorbol  12-myristate  13-acetate : PMA et 
Twnour necrosis  Factor-a.:  TNF-a.)  ou  hypoxique  (Chlorure  de  Cobalt:  CoClz)  dont  les 
résultats préliminaires sont présentés à la Figure B.4. Nous avons aussi regardé l'expression 
de COX-2, une molécule pro-inflammatoire qui joue un rôle important dans la carcinogénèse 
(Lord-Dufour  et  al.,  2009),  en  présence ou  non  de  CHL  (Figure  B.3)  ou  d'un  siRNA 
spécifique  dirigé  contre  G6PT (siG6PT;  Figure  B.4).  Nous  montrons  qu'en  présence  de 
PMA,  TNF-a. et CoC12,  l'expression de COX-2 est fortement induite comparativement au 
contrôle où elle est absente. De plus, cette induction est réprimée en présence de CHL d'une 
manière dose-dépendante. Ce même effet est observé en présence de siG6PT. 
L'élaboration de  cette  étude  expérimentale  a  été réalisée  par le  D.r  Borhane  Annabi. 
Asmaa Sina a effectué les  expériences d'immunobuvardage afin d'analyser l'expression de 
COX-2  dans  la réponse  inflammatoire  et hypoxique,  en  présence  ou non  d'inhibiteur de 
G6PT  (CHL et  siRNA).  J'ai effectué  la  constmction  des  mutants  du  promoteur du  gène 
G6PT,  comprenant  aussi  le  design  des  amorces  et  l'analyse  par  bio-informatique  des 
éléments de réponse. J'ai aussi effectué les tests de luciférase afin de déterminer les éléments 
impmiants  impliqués  dans  les  conditions  inflammatoires  et hypoxiques.  Amélie  V  ézina a 
contribué en partie dans les expériences de clonage et les tests de luciférase. 155 
Table B.l. Séquences des  amorces ayant  permis l'amplification par PCR des mutants 
délétionnels du promoteur G6PT. La température de fusion (Tm) a été calculée en utilisant 
le logiciel « oligo calculator ».  Pour chacune des amorces, des mutations ponctuelles ont été 
insérées  (en  minuscule)  afin  de  créer  des  sites  de  restrictions  (caractère  gras)  pour  les 
enzymes  Xhol  (sens)  et  Hindiii (anti)  nécessaire pour l'orientation des  inserts  lors  de  la 
ligation dans le vecteur pGL3 digérés par ces mêmes enzymes. 
Mutants  Séquences  Tm ( ' C) 
G6PT  WT sens  5'-GAGGACCCACGGGGCTGGGCA- 3'  64 
Hl  sens  5'-TTCTGCTCgAGTTGCTTTCCCAATT- 3'  56 
H2  sens  5'-GGGACGGTTGTGCCCTcgAGCCCGAA- 3'  67 
H3  sens  5'-ACCCTcgAGCCCCCAGCTA- 3'  58 
H4  sens  5' TGTGACACCtcGaGACCTGAACTG- 3'  59 
HS  sens  5'-CCGTGAATGc t cGAGAAGGTTC- 3'  57 
H6  sens  5'-AATCCTcGaGACACAGGGTGCT- 3'  57 
H7  sens  5' - TACAGTcTcGaGCTCAGTAATCT- 3'  53 
H8  sens  5'-AATGATTcTCgAGAAGGCGGCTATAAA-3'  57 
G6PT  anti  5 ' - CATAAGcttGGTAGAAAAGAGCAGGC- 3'  58 156 
Figure B.l. Éléments de réponse du promoteur du gène G6PT. La région -1200 à +3  du 
promoteur de G6PT murin A) et humain B) a été analysée par bio-infonnatique en utilisant le 
logiciel TFSEARCH.  Plusieurs éléments de  réponse ont été identifiés et représentés  sur le 
promoteur par surlignement ou en italique. Le codon A  TG et la boîte TATA sont en caractère 
gras. Les éléments de réponses NF-KB, HNF/HIF et GRE sont respectivement identifiés par 
les  couleurs rouge,  grise et bleue. Ces  éléments, parmi plusieurs, sont conservés entre  les 
deux espèces. 
Figure B.2. Représentation schématique des  mutants délétionels du promoteur G6PT 
humain.  A)  Positions  exactes  des  mutants  Hl  à  H8  du  promoteur  G6PT ainsi  que  les 
éléments de réponses NF-KB. Le WT (« wild-type ») représente la séquence complète de la 
région -1200 à +3 du promoteur.  B) Activité luciférasique des  différentes constructions du 
promoteur  G6PT dans  les  cellules  de  glioblastomes  humains  U87  cultivées  en  condition 
normale,  inflammatoire  (PMA  et TNF-a)  ou  hypoxique  (CoCh).  La  construction  pGL3 
représente le contrôle négatif (vecteur vide). 
Figure B.3. Effet de CHL sur l'expression de  COX-2 en conditions inflammatoire et 
hypoxique. L'expression de COX-2 a été analysée par immnuobuvardage dans les cellules de 
glioblastomes humains U87 cultivées en condition normale, inflammatoire (PMA et TNF-a) 
ou hypoxique (CoCb) en présence de quantité croissante d'inhibiteur de G6PT (CHL). 
Figure B.4. Effet de siG6PT sur l'expression de COX-2 en conditions inflammatoire et 
hypoxique. L'expression de COX-2 a été analysée par immnuobuvardage dans les cellules de 
glioblastomes humains U87 cultivées en condition normale, inflammatoire (PMA et TNF-a) 
ou hypoxique (CoC}z) en présence de siRNA spécifique dirigé contre G6PT (siG6PT). Figure B.l 
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